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Resumen 
La endorribonucleasa E (RNasa E) de Escherichia coli, fue inicialmente 
descubierta  como una enzima implicada en la maduración del  RNA ribosómico (rRNA) 
5S. Posteriormente, se demostró el papel multifuncional de la RNasa E en diferentes 
aspectos del metabolismo del RNA de E. coli, incluyendo la degradación de la mayoría 
de los RNA mensajeros (mRNAs), procesamiento de los extremos 3’ de los RNA 
transferentes (tRNAs), maduración del rRNA 16S, procesamiento y/o degradación de 
RNA reguladores pequeños (sRNAs), procesamiento de la subunidad de RNA (M1 RNA) 
de la RNasa P y control de la replicación de los plásmidos tipo ColE1 mediante la 
degradación de un RNA antisentido represor de la replicación denominado RNAI. 
Además de su importante papel en el metabolismo del RNA, se ha sugerido que la 
RNasa E forma parte del citoesqueleto de E. coli. La inactivación de esta enzima resulta 
en la producción de una morfología celular filamentosa e incapacidad para formar 
colonias en medio sólido. La acción de la RNasa E  es esencial para la viabilidad de E. coli, 
y está conservada en la mayoría de las bacterias Gram negativas y en un número 
limitado de Gram positivas, lo cual la convierte en una potencial diana terapéutica. La 
RNasa E presenta un dominio N-terminal donde reside la actividad catalítica, una región 
central rica en argininas implicada en la unión al RNA (ARRBS)  y una región C-terminal 
que sirve como  plataforma de anclaje para otras proteínas implicadas en la degradación 
de mRNA, formando un complejo multiproteico denominado degradosoma. Sin 
embargo, solamente la región N-terminal de la RNasa E es necesaria para mantener la 
viabilidad celular, y es la región de la proteína más conservada durante la evolución. El 
análisis de los dos únicos mutantes termosensibles de la RNasa E de E. coli (rne-1 y rne-
3071), caracterizados hasta hoy, han contribuido enormemente al conocimiento de la 
función de la RNasa E en E. coli. A pesar de los importantes progresos realizados en la 
determinación de la importancia funcional de la RNasa E en  el metabolismo del RNA y  
la resolución de la estructura cristalina del dominio N-terminal catalítico, existe un 
limitado conocimiento de los residuos de aminoácidos y subdominios funcionales de la 
RNasa E  implicados en  la unión al sustrato, la especificidad de corte y su dependencia 
por el extremo 5’ monofosforilado del sustrato. 
La presente memoria de tesis describe el aislamiento y la caracterización  in vivo 
de un nuevo mutante termosensible de la RNasa E,  que presenta la sustitución de un 
aminoácido (Pro→Leu) en la posición 204 de la secuencia de aminoácidos de la RNasa E. 
El análisis de este mutante fue realizado tanto en su forma completa, rne-204, como en 
una forma truncada, rne645/204, la cual contiene los primeros 417 aminoácidos del 
dominio catalítico N-terminal, pero carece de la región ARRBS y de la región de 
andamiaje del degradosoma. Esta mutación está localizada en el domino N-terminal y 
dentro del subdominio denominado 5’sensor, el cual está implicado en el 
reconocimiento de los extremos 5’ de los sustratos de RNA de la RNasa E. Analizamos el 
efecto in vivo de dicha mutación sobre la tasa de crecimiento, la viabilidad celular, el 
procesamiento del 5S rRNA, la maduración de distintos tRNAs, así como las vidas medias 
de diversos mRNAs y la regulación de la propia RNasa E. Por otro lado, se examinó en 
estos mutantes  el efecto en los niveles de expresión de los genes, ftsZ y ftsA, esenciales 
para la correcta  división celular y cuyos transcritos primarios son procesados por la 
RNasa E, así como la morfología celular de estos mutantes en condiciones de 
temperatura permisiva y no permisiva. Los resultados obtenidos del estudio de estos 
mutantes demuestran que el subdominio 5’ sensor es importante para la actividad 
catalítica de la RNasa E y que la región C-terminal de andamiaje del degradosoma no es 
esencial, pero si necesaria para una eficiente degradación y procesamiento del RNA. 
Además, estos mutantes presentan un crecimiento dependiente de la temperatura 
acompañado de un defecto general del metabolismo del RNA y una pérdida de la 
autorregulación de la RNasa E. Sorprendentemente, el análisis microscópico de los 
mutantes reveló  una relación entre el bloqueo de  la citocinesis y la inactividad de la 
RNasa E. 
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1. Importancia del estudio de la degradación del RNA en Escherichia coli. 
1.1  Escherichia coli: modelo para el estudio de procesos biológicos. 
En el campo de  la biología molecular,  los modelos bacterianos han constituido 
paradigmas extraordinariamente útiles para  la  compresión de  los procesos biológicos 
básicos en modelos mucho más complejos. Varios ejemplos de esto son el conocimiento 
del código genético,  la mutagénesis,  la replicación del ácido desoxirribonucleico (DNA), 
los  mecanismos  de  reparación  del  DNA,  la  síntesis  del  ácido  ribonucleico  (RNA)  o 
transcripción, la regulación de la expresión génica, la síntesis de proteínas o traducción y 
las rutas metabólicas. Su  conocimiento en bacterias, y en especial en Escherichia coli, ha 
permitido  su  generalización  al  resto  de  los  seres  vivos  e  impulsado  el  comienzo  del 
estudio en otras especies.  Hoy en día la bacteria E. coli es de especial interés debido a 
que se sabe mucho más de este organismo procarionte que de cualquier otra forma de 
vida celular.  
E.  coli  fue  aislada  por  primera  vez,  de  las  heces  de  un  niño,  en  1885  por  el 
médico  pediatra  y  bacteriólogo  alemán  Theodor  von  Escherich  (Fig.  1.1),  quién  la 
denominó  Bacterium  coli  {Escherich,  1885  #748}.  Posteriormente  la  taxonomía  le 
adjudicó el nombre de Escherichia coli, en honor a su descubridor.  
La bacteria   E. coli (Fig. 1.1) es un bacilo Gram‐negativo de aproximadamente 2 
µm de  largo y 0,7 µm de diámetro perteneciente al orden Enterobacteriales e  incluida 
dentro  de  la  clase  γ‐protobacteria  {Prescott,  1996  #750}  {Salyers,  2002  #751}.  Es 
anaerobio facultativo, móvil debido a la presencia de flagelos peritricos (que rodean a la 
célula) y su  temperatura óptima de crecimiento es 37°C, aunque es capaz de crecer a 
44°C.  Se  encuentra  generalmente  ubicado  en  el  intestino  largo  de  los  vertebrados 
{Wilson, 2005 #749}, incluido el humano, y usualmente como miembro minoritario de la 
flora bacteriana  intestinal normal y, por ende, en  las aguas residuales. Puede colonizar 
también  la  porción  inferior  de  la  uretra  y  la  vagina.  Es  capaz  de  causar  infecciones 
intestinales  y  extraintestinales  generalmente  severas,  tales  como  infecciones  del 
aparato  excretor,  cistitis,  enfermedades  diarreicas,  meningitis,  peritonitis,  mastitis, 
septicemia y neumonía Gram‐negativa {Salyers, 2002 #751}. El tamaño del genoma de la 
cepa más comúnmente utilizada en el laboratorio denominada K‐12 MG1655, y de otras 
cepas relacionadas, es de 4.6 kilobases (kb) con un contenido de las bases  guanosina y 
Introducción 
citosina  (G+C)  de  aproximadamente  50.8  %  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes 
/lproks/lproks.cgi). Las cepas patógenas de E. coli  tienen un genoma algo mayor debido 
a la presencia de islas patogénicas  {Hacker, 1997 #709} {Binnewies, 2006 #752} {Hacker, 
2000 #753} {Dobrindt, 2004 #754}. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura  1.1    E.  coli  y  Theodor    von    Escherich.  A  la  izquierda  de  la  figura  se  observa  la  enterobacteria  E.  coli  en 
movimiento y a la derecha su descubridor Theodor  von  Escherich (1857–1911). 
 
Desde  los comienzos de  la  investigación genética bacteriana,  los microbiólogos 
eligieron este organismo porque era muy accesible, no virulento y crecía rápidamente 
en medio  definido.  El  primer  análisis  genético,    utilizando  a  E.  coli  como modelo  de 
estudio,  fue  realizado  por  el  investigador  R.  P. Mansini,  en  1907,  donde  describe  el 
aislamiento  de  unos  mutantes  no  fermentadores  de  lactosa.  A  partir  de  entonces 
comenzó el estudio de  la organización genética y su función con gran detalle. A finales 
de  los  años  1930s,  fue  el  organismo  de  elección  gracias  a  los  trabajos  realizados  en 
bacteriófagos  por  investigadores  como  Wollman  {Wollman,  1936  #598}  y 
Bronfenbrenner  ({Kalmanson,  1939  #594}  {Bronfenbrenner,  1927  #596; 
Bronfenbrenner,  1927  #595;  Bronfenbrenner,  1926  #597}).    Esto  continuó  con  los 
trabajos cruciales de Monod sobre la fisiología del crecimiento y adaptación enzimática 
{Monod,  1949  #601; Monod,  1947  #602}  así  como  los  trabajos  llevados  a  cabo  por 
Delbruck  y  Luria  {Luria,  1943  #599}  {Luria,  1947  #600}  sobre  genética  de  fagos. 
Gradualmente   E. coli, emergió como un ganador sin discusión en el estudio genético, 
bioquímico y    fisiológico de bacterias. A  finales de  los 1940s, E. coli se consagró como 
principal    modelo  de  estudio  en  biología  molecular  por  el  descubrimiento  de  la 
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conjugación  por  Lederberg  {Tatum,  1947  #604}  {Lederberg,  1946  #605}  y  de  la 
transducción  por  Zinder  y  Lederberg,  {Zinder,  1952  #603}  los  cuales    permitieron  un 
análisis  genético  detallado  y  abrió,  por  primera  vez,  la  posibilidad  del  intercambio 
genético entre distintos individuos para obtener organismos con propiedades deseables 
para  cada  trabajo. Además, en esta bacteria  se ha descubierto mucho de  lo que hoy 
conocemos, a nivel molecular,  sobre el funcionamiento de la maquinaria genética de la 
célula.  Por  todo  ello,  podemos  decir  sin  temor  a  equivocarnos  que  sin  E.  coli  la 
revolución científica más  importante del siglo XX,  la era de  la genética,  jamás hubiese 
ocurrido. 
Debido a que E. coli ha sido utilizado como organismo modelo a  lo  largo de  la 
historia,  la mayor  parte  de  nuestros  conocimientos  actuales  en  cuanto  a  fisiología  y 
regulación  génica  bacteriana  están  basados  en  el  estudio  de  este  organismo. 
Históricamente la investigación de la  regulación de  la expresión génica en E. coli se ha 
centrado principalmente en los mecanismos que controlan el inicio de la transcripción y 
traducción.  En  contraste,  limitada  atención    ha  recibido  el  estudio  de  cómo  la 
degradación  del  RNA  mensajero  (mRNA)  afecta  a  los  niveles  de  proteína    y  al 
crecimiento celular. La degradación del RNA fue considerada, en un principio, como un 
proceso  constitutivo  implicado  en  la  eliminación  de  aquellos mRNAs  inútiles  para  la 
traducción y en el reciclaje de ribonucleótidos para  la síntesis de nuevas moléculas de 
RNA.  Esta  percepción  ha  cambiado  en  el  tiempo,  y  hoy  en  día  se  acepta  que  la 
degradación del RNA  juega un papel  importante en el control postranscripcional   de  la 
expresión génica. La mayoría de las enzimas implicadas en la degradación del RNA en E. 
coli han sido identificadas, se ha determinado la estructura de muchas de ellas y se han 
establecido modelos de la degradación del RNA. Por tanto, E. coli es un organismo muy 
útil  para  estudiar  la  degradación  del  RNA  y  un  buen  “organismo  de  referencia”  para 
comparar su mecanismo con el de otros organismos estudiados.  
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1.2 Importancia biológica y biotecnológica de la degradación del RNA en E. coli. 
Aunque la mayoría de los trabajos experimentales realizados con E. coli han sido 
realizados bajo condiciones definidas en el  laboratorio, no hay que olvidar que E. coli 
puede encontrarse en ambientes muy diversos debido a su alta capacidad adaptativa. A 
menudo  este  organismo  debe  enfrentarse  a  cambios  ambientales  estresantes,  que 
incluso pueden llegar a poner en peligro su existencia. Por consiguiente, E. coli, también 
puede  ser  usado  como  modelo  de  estudio  para  comprender  cómo  los  organismos 
responden  a  cambios  ambientales. Diversas  estrategias    han  permitido  a  E.  coli    ser 
altamente adaptativa y muy eficiente, pero dichas estrategias son difíciles de percibir a 
simple  vista.  En  general,  las  bacterias  responden  a  cambios  de  temperatura  y 
disponibilidad  de  nutrientes  mediante  rápidos  ajustes  de  la  síntesis  de  moléculas 
reguladoras. A diferencia de los metazoos, las bacterias y otros organismos unicelulares 
han generado una serie de sofisticados sistemas sensoriales y reguladores para obtener 
información del medio interno y externo, y así responder adecuadamente en función de 
dicha  información.  Una  característica  común  de  todos  estos mecanismos  es  su  alta 
velocidad operativa de respuesta. La mayoría de estas respuestas cursan con la selectiva 
interrupción de  la expresión de macromoléculas específicas mediante mecanismos que 
incluyen: el bloqueo a nivel de la transcripción o traducción, la degradación del  mRNA y 
la  expresión  de  nuevos  genes  requeridos  para  adaptar  a  la  célula  a  las  nuevas 
condiciones  ambientales.  Por  tanto,  la  degradación  del  mRNA  es  un    importante 
mecanismo de regulación génica postranscripcional, que contribuye a  la adaptación de 
la  célula  a  las  nuevas  condiciones  ambientales  de  crecimiento.  A  pesar  de  los 
importantes avances realizados en los últimos años en el estudio de la degradación del 
mRNA,  nuestro conocimiento sigue siendo incompleto.  
E.  coli,  no  solo mantiene  su  popularidad  como modelo  experimental  para  el 
conocimiento  de  procesos  biológicos,  sino  que  además,  se  ha  convertido  en  una 
herramienta indispensable para la biotecnología y la ingeniería genética. De hecho, es la 
bacteria más utilizada en  los experimentos de  genética  y biotecnología molecular.  La 
tecnología del DNA recombinante utiliza a E. coli como bacteria huésped de vectores y 
genes  clonados.  Gracias  a  las  maravillas  de  la  clonación  de  genes,  la  industria 
biotecnológica ha  utilizado a E. coli para fabricar a gran escala moléculas que se utilizan 
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en  el  tratamiento médico  de  varias  enfermedades  como  por  ejemplo  la  hormona  de 
crecimiento humano, anti‐coagulantes, insulina y somatostatina.  
Los niveles de un determinado mRNA en la célula y, por consiguiente, la cantidad 
de proteína específica expresada a partir de dicho mRNA, resultan del balance entre dos 
procesos opuestos:  su  síntesis y  su degradación. Actuando  sobre el promotor pueden 
conseguirse mayores  niveles  de  transcrito,  pero  frenando  la  degradación  del mRNA 
puede  lograrse también el mismo efecto. La degradación de  los mRNAs es el resultado 
de una combinación de ataques directos de ribonucleasas (RNasa). La estabilidad o vida 
media de un mRNA depende de la susceptibilidad a estos ataques de la RNasas, lo cual 
es función de la secuencia del RNA, de su estructura tridimensional derivada de aquélla 
y  de  su  asociación  con  otras macromoléculas  (por  ejemplo,  ribosomas).  Por  ello,  un 
mejor  conocimiento  de  los mecanismos  implicados  en  la  degradación  del mRNA  y  la 
posible  utilización  de  cepas  defectivas  en  determinadas  RNasas  implicadas  en  la 
degradación  del  mRNA,  así  como  la  fusión  de  secuencias  estabilizantes  de  RNA  a 
específicos mRNAs contribuirán a un mayor rendimiento de  la producción de cualquier 
proteína  en  E.  coli.  La  cepa  comercial  BL21  star™  (Invitrogen™),  utilizada  para  la 
expresión y purificación de proteínas de  interés presenta una mutación en el gen de  la 
RNasa  E  (rne131),  la  cual  es  la  principal  responsable  de  la  degradación  del mRNA.  
Además, la región 5’ terminal no traducida del mRNA en ocasiones también colabora en 
la estabilidad del mensajero y, por consiguiente, en un mejor rendimiento en la síntesis 
de la proteína. Un buen ejemplo es el del mRNA del gen ompA de E. coli, cuya región no 
traducida 5’ terminal (5’UTR) se ha incorporado a algunos vectores, como en el caso del 
vector  comercial    pTriplEx  (Clontech,  laboratories,  Inc)  para  mejorar  el  nivel  de  la 
expresión de secuencias clonadas. Por tanto, el estudio de la degradación del mRNA en 
E. coli tiene también una enorme importancia biotecnológica. 
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2. Composición, estructura y síntesis del RNA bacteriano. 
2.1  Composición y estructura del RNA. 
El  RNA  es  un  polímero monocatenario,  generalmente,  no  ramificado  formado 
por  monómeros  llamados  ribonucleótidos.  Cada  uno  de  estos  ribonucleótidos  está 
formado por una base nitrogenada unida covalentemente a una ribosa y esta a su vez a 
un grupo fosfato (Fig. 1.2A). Existen  cuatro tipos principales de bases nitrogenadas (Fig. 
1.2B): dos pirimidinas, citosina (C) y uracilo (U), y dos purinas, adenina (A) y guanosina 
(G).  La  unión  entre  los  ribonucleótidos  en  el  RNA  es  mediada  por  un  enlace  3’‐5’ 
fosfodiester.  Además,  existen  otras  bases  minoritarias  que  derivan  de  las  bases 
principales y están presentes en posiciones muy precisas del RNA, particularmente en el 
RNA transferente  (tRNA) y RNA   ribosómico  (rRNA) donde  las modificaciones químicas 
de estas bases juegan un papel importante en la función de estas moléculas. 
 
 
Figura 1.2 Ribonucleótido y bases nitrogenadas del RNA. (A) Estructura química de un ribonucleótido (Uracilo). (B) 
Representación esquemática de las cuatros principales   bases nitrogenadas del RNA.  
 
El  RNA  presenta  una  mayor  versatilidad  estructural,  diversidad  de 
conformaciones  y  reactividad  química  respecto  al  DNA.  De  hecho,  las  principales 
funciones biológicas del RNA, particularmente del tRNA, están basadas en la estructura 
tridimensional  específica  del  RNA.  A  pesar  de  que  el  RNA  no  posee  una  estructura 
regular en doble hélice característica del  DNA, posee la capacidad para formar regiones 
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de  doble  hélice.  Estas  regiones  en  doble  hélice  pueden  formarse  naturalmente  por 
orientación  antiparalela  entre dos  cadenas  separadas de RNA  complementarias, pero 
más usualmente ocurre entre dos segmentos de  la misma cadena plegándose sobre sí 
misma y formando  lo que se denomina un tallo (Fig. 1.3). Estas cortas regiones de una 
misma cadena  implicadas en  la  formación de  la doble cadena suelen estar conectadas 
por  segmentos  de  cadena  sencilla  extendidos,  que  adoptan  una  forma  globular, 
denominada  lazo o bucle (Fig. 1.3). En  la mayoría de  las especies de RNA,  la estructura 
secundaria predominante es la de tipo tallo‐lazo. Sin embargo, este tipo de estructuras 
frecuentemente muestran un  inusual  apareamiento de G:U  además de  los esperados 
apareamientos  de  tipo Watson‐Crick,  A:U  y  G:C.  La  estabilidad  de  la  hélice  de  RNA 
parece  requerir  al  menos  tres  convencionales  apareamientos  y  el  lazo  requiere  un 
mínimo de tres ribonucleótidos. La estructura de doble cadena formada por un lazo de 
RNA es similar a la forma A del DNA con las bases inclinadas, ya que el grupo 2’‐OH de 
los  ribonucleótidos  dificulta  la  formación  de  la  hélice  de  la  forma  B  (Fig.  1.3).  Las 
regiones helicoidales formadas de esta manera son rara vez regulares.  
Es posible predecir dentro de una molécula de RNA  secciones de doble hélice 
mediante  análisis bioinformático  a partir de  las  secuencias primarias.  Esta  técnica ha 
sido extensamente utilizada para identificar estructuras secundarias y homologías entre 
una variedad de especies de RNA.  
 
 
Figura 1.3 Estructura secundaria tipo tallo‐lazo del RNA. A la izquierda se observa la estructura secundaria tipo tallo‐
lazo  de  una  región  de  30  ribonucleótidos  del  genoma  de  RNA  del  virus    de    Coxsackie,    determinada mediante 
resonancia magnética nuclear. A la derecha se representa un ejemplo de estructura tipo tallo‐lazo.  
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2.2 Síntesis del RNA en E. coli. 
La síntesis del RNA o transcripción se  inicia en una región corriente arriba de  la 
secuencia del DNA molde, que debe ser transcrita. Esta región se denomina promotor, y 
es  la  secuencia  de DNA  reconocida  por  un  complejo multiproteíco  denominado  RNA 
polimerasa {Weiss, 1959 #638} {Hurwitz, 1960 #639} {Huang, 1960 #640} {Stevens, 1960 
#641}. En  E. coli, una única RNA polimerasa  es la enzima encargada de la transcripción 
de todos los genes de su genoma, al contrario que en eucariotas donde existen tres tipo 
de polimerasas. Su estructura varía en cada una de las tres fases (iniciación, elongación y 
terminación)  en  las  que  se  divide  el  proceso  de  transcripción.  Para  el  inicio  de  la 
transcripción  se  requiere  la  enzima  completa  u  holoenzima  formada  por  el  núcleo 
enzimático y la correspondiente subunidad sigma (σ). El núcleo enzimático está formado 
por la unión no covalente y estable de cuatro polipéptidos: dos monómeros α (cada uno 
36,5   kD), un β (150,6   kD) y un β’ (de 155,1 KD), productos de  los genes rpoA, rpoB y 
rpoC respectivamente.  
Hay muchos tipos de promotores en bacterias, cada uno de  los cuales requiere 
un tipo de subunidad σ diferente presente en  la RNA polimerasa {Wagner, 2000 #642} 
{Helmann,  1988  #643}.  La  principal  subunidad    σ  en  E.  coli  es  la  σ70  {Wagner,  2000 
#642}.  En  condiciones normales de  crecimiento  la  subunidad  σ70  es necesaria para  la 
transcripción  de  la  mayoría  de  los  genes  y  operones.  Proteínas  homólogas  a  la 
subunidad σ70 han sido encontradas en  la mayoría de  las bacterias {Paget, 2003 #644}. 
La subunidad σ contacta con el promotor en dos sitios, el elemento ‐35 y el elemento 
 ‐10. Estos elementos son cortas secuencias  localizadas a 35 y 10 nucleótidos corriente 
arriba  del  sitio  inicial  de  la  transcripción  y  están  separadas  entre  ellas  por  17 
nucleótidos. En E. coli, se puede predecir la existencia de una secuencia promotora por 
su  similitud  a  la  secuencia  consenso  (secuencia  formada  por  los  nucleótidos  más 
frecuentes en  cada posición dentro de  los elementos  ‐35  y  ‐10 de  todas  las  regiones 
promotoras analizadas). La secuencia consenso  del elemento ‐35  es 5’‐TTGACA‐3’ y  la  
del  elemento  ‐10  es  5’‐TATAAT‐3’  {Wagner,  2000  #642}  {Helmann,  1988  #643}. 
Generalmente, cuanto más  similar sea  la  secuencia de un determinado promotor a  la 
secuencia consenso,  se dice que más  fuerte será el promotor  lo que  resultará en una  
mayor tasa de transcripción. 
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La subunidad σ de la RNA polimerasa reconoce  la región promotora y recluta el 
resto de  las  subunidades de  la RNA polimerasa    {Burgess,  1969  #650}  {Travers,  1969 
#651}. Esta unión de la RNA polimerasa desestabiliza la estructura del DNA y separa las 
dos  cadenas  de  DNA  formando  lo  que  se  denomina  una  burbuja  de  transcripción 
{Wagner,  2000  #642}  {Helmann,  1988  #643}.  Posteriormente  se  produce  un 
apareamiento  de  los  ribonucleótidos  iniciales  por  complementariedad  de  bases  a  la 
cadena  molde  de  DNA  y  la  polimerización  de  los  ribonucleótidos  comienza.  La 
subunidad σ se  libera de  la RNA polimerasa holoenzima y  la elongación continua hasta 
alcanzar la secuencia terminadora {Wagner, 2000 #642} {Helmann, 1988 #643}. Una vez 
que  la  RNA  polimerasa  llega  a  la  secuencia  terminadora,    la  elongación  de  la 
transcripción  cesa,  se  disocia  del  DNA molde  y  libera  el  RNA  precursor  o  transcrito 
primario.  Todas  las  señales  terminadores  conocidas  en  E.  coli,  y  en  otras  muchas 
bacterias, pueden ser clasificadas como terminadores dependientes del factor Rho (ρ) o 
terminadores independiente de ρ {Wagner, 2000 #642} {Helmann, 1988 #643}.  
En E. coli el terminador  independiente de ρ o terminador  intrínseco, determina 
el  cese  de  la  transcripción  sin  la  ayuda  de  ningún  factor  adicional.  El  análisis  de  las 
secuencias de un gran número de terminadores intrínsecos revela algunas similitudes o 
motivos que se repiten. Entre ellos está una secuencia con elevado contenido de G y C 
seguida de unas 8 A en la cadena molde de DNA. La transcripción de esta secuencia da 
lugar a la formación de una estructura secundaria tipo tallo‐lazo, seguida de varias U en 
el  extremo  3’  del  transcrito  (Fig.  1.4).  Esta  estructura  secundaria  de  RNA  es  la 
responsable de  la detención de    la RNA polimerasa.  La  secuencia poly‐U del  trascrito 
forma un heteroduplex con la secuencia poly‐A complementaria de la cadena molde de 
DNA  {Martin,  1980  #645}.  Varias  pruebas  fisicoquímicas  proponen  que  esta  hélice 
híbrida  de  pares  A:U  es  significativamente  menos  estable  que  otras  de  secuencia 
diferente, lo que podría contribuir a la liberación del RNA del DNA molde {Martin, 1980 
#645}. De hecho, ha sido demostrado que aunque la estructura tallo‐lazo y la secuencia 
poly‐U contribuyen a  la terminación de  la trascripción, estos elementos pueden causar 
la  terminación  independientemente  uno  del  otro  {Tomizawa,  1987  #646}{Abe,  1996 
#647},  lo cual es  importante en aquellas   bacterias   carentes del segmento de poly‐U. 
Además,  mediante  análisis  bioinformático  se  han  identificados  varios  tipos  de 
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estructuras  diferentes  como  presuntas  estructuras  terminadoras  {Unniraman,  2002 
#648}.  
 
 
Figura  1.4  Terminadores  Rho‐independiente.  Estructuras  secundarias  estimadas  para  los  terminadores  Rho‐
independiente de  los mRNAs de  (a)  rplY,  (b)  lpp,  (c) OmpA  y  (d)  rpoS.  La  secuenciación de  los  cDNAs de  estos  4 
transcritos han confirmado la naturaleza de extensiones de cadena sencilla en el extremo 3’.  
 
La otra clase de terminación, la terminación dependiente de ρ requiere la acción 
de  la proteína  ρ  {Roberts, 1969 #649}. El  factor  ρ es una proteína esencial en E.  coli, 
formada  por  seis  polipéptidos  idénticos,  con  actividad  RNA:DNA  helicasa  y  con 
capacidad de unirse al RNA  {Wagner, 2000 #642}. Este  factor  se une al RNA que está 
siendo transcrito y migra a través del RNA en la dirección de la RNA polimerasa (5’→ 3’). 
Cuando la RNA polimerasa disminuye la velocidad de su avance o se detiene en el sitio 
de  terminación  de  la  transcripción,  la  proteína  ρ  alcanza  el  sitio  donde  está  la  RNA 
polimerasa  e  induce  la  terminación,  presumiblemente  a  través  de  una  actividad 
RNA:DNA helicasa.   
Los transcritos primarios de E. coli, resultantes de la transcripción mediada por la 
RNA  polimerasa,  varían  enormemente  en  el  número  de  secuencias  codificantes  o 
cistrones  que  contienen.  Algunos  transcritos  de  RNA  representan  un  único  gen, 
denominándose a estos  transcritos monocistrónicos. Otros  (la mayoría)  representan a 
varios  genes  en  tándem  y  se  denominan  policistrónicos.  En  estos  casos,  una  sola 
molécula de RNA transcrita porta  la secuencia de un grupo de genes adyacentes en el 
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genoma,  tal  agrupamiento  génico  constituye un operón que es  controlado  como una 
unidad  génica  sencilla.  En  los  transcritos  policistrónicos  los  cistrones  pueden  estar 
separados  por  secuencias  no  funcionales  denominadas  regiones  intercistrónicas  o 
intergénicas. 
 
2.3 Clases de moléculas de RNA en E. coli. 
La  transcripción da origen a  cuatro  clases principales de RNA en E.  coli:  rRNA, 
tRNA, mRNA y RNA pequeño no codificante (sRNA). 
 
2.3.1 rRNA.   
El rRNA es una clase de RNA presente en los ribosomas y constituye el 60% de la 
masa  total del  ribosoma. Además, el  rRNA es  la clase de RNA más abundante ya que 
supone el 80% del RNA total de E. coli. Existen tres tipos de rRNAs en bacterias: 5S, 16S y 
23S.  
Los ribosomas son partículas compactas de ribonucleoproteínas implicadas en la 
traducción del mensaje genético en todos  los organismos ({Porse, 1999 #586} {Garrett, 
1999  #587}).  Están  formados    por  dos  subunidades  {Ban,  1999  #588}:  la  subunidad 
pequeña (30S) constituida por el  16S rRNA  y 21 proteínas, mientras que  la subunidad 
larga (50S) está formada por el   23S rRNA, 5S rRNA  y 31 proteínas.  
En E. coli,  los genes   de los diferentes tipos de rRNAs   se encuentran agrupados 
en siete operones (rrnA, rrnB, rrnC, rrnD, rrnE, rrnG, y rrnH). Cada operón contiene dos 
promotores en  tándem, uno de  los  cuales  responde al ppGpp y el otro está  sujeto al 
control de la tasa de crecimiento. Todos ellos tienen un organización similar (Fig. 1.4) y 
su secuencia nucleotídica es conocida {Brosius, 1981 #574}. Dentro de cada operón, el 
gen  16S rRNA  está localizado en el extremo 5’, mientras el gen 23S rRNA  está corriente 
abajo del 16S  rRNA   y el gen   5S  rRNA   es el más próximo al extremo 3’ del operón. 
Todos los operones de rRNA contienen al menos un gen de tRNA situado entre los genes 
16S rRNA  y 23S rRNA, y algunos contienen varios genes de tRNA corriente abajo del 5S 
rRNA  (Fig.  1.5).  Los  rRNAs  se  transcriben  inicialmente  como  un  largo  precursor 
policistrónico  denominado  30S  rRNA,  que  contiene  a  los  tres  genes  de  rRNA.  Las 
regiones  intercistrónica  o  espaciadoras  que  flanquean  a  los  16S  y  23S  rRNAs,  son 
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altamente conservadas entre los operones y poseen  largas repeticiones  invertidas, que 
tienen  el  potencial  para  formar  tallos  de  doble  cadena      {Bram,  1980  #575}.  Estas 
regiones de doble cadena son estables in vivo {Young, 1978 #576} y han sido observadas 
directamente  mediante  microscopia  electrónica  ({Klein,  1985  #577}).  Durante  el 
procesamiento estas regiones espaciadoras altamente estructuradas son eliminadas.  
Los  rRNAs son importantes en la estructura y función del ribosoma. Constituyen 
un  armazón  al  cual  se  unen  las  proteínas  ribosomales,  pero  también  participan 
directamente en  las actividades del ribosoma. Se conoce  la importancia del extremo 3’ 
del rRNA 16S   en el reconocimiento de  la secuencia Shine‐Dalgarno del extremo 5’ del 
mRNA en el  inicio de  la síntesis de proteínas {Steitz, 1975 #584} y  la del extremo 5’ de 
este mismo rRNA en  la detección de  la terminación de  la traducción y en  la unión del 
tRNA  {von Ahsen, 1995 #573}. El 23S  rRNA   posee  la actividad peptidil  trasnferasa,  lo 
cual significa que el rRNA 23S es un ribozima, ya que es capaz de catalizar la formación 
del enlace peptídico por el cual un aminoácido es incorporado en una proteína {Samaha, 
1995  #760}.  Además,  y  al  igual  que  el  16S  rRNA,  el  extremo  5’  del  23S  rRNA  está 
implicado en la unión del tRNA {von Ahsen, 1995 #573}.Varios trabajos sugirieren que el 
5S rRNA, en la subunidad 50S, tiene un papel en la unión del aminoácido‐tRNA durante 
la elongación a  través de  la  formación de puentes de hidrógeno entre una  secuencia 
muy conservada en el 5S, CGAA, con la secuencia TψCG común a todos los tRNAs menos 
los de iniciación {Forget, 1967 #581} {Fox, 1975 #585}. Esta secuencia TψCG está oculta 
en la estructura de los tRNA y parece que la unión del anticodón con el codón causa un 
cambio  conformacional  del  complejo  aminoácido‐tRNA  que  hace  que  esta  secuencia 
pueda  quedar más  accesible.  Sin  embargo,  posteriormente  fue  demostrado  que  esa 
interacción no es esencial para  la síntesis de proteínas {Pace, 1982 #582}. Actualmente 
se piensa que  la  importancia del 5S  rRNA   reside en potenciar  la síntesis de proteínas 
por estabilización de la estructura del ribosoma {Barciszewska, 2001 #583}. 
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Figura 1.5 Organización de  los operones  ribosómicos de E. coli. Cada operón  (rrnA,  rrnB,  rrnC,  rrnD,  rrnE,  rrnG, y 
rrnH) contiene el gen  16S rRNA   localizado en el extremo 5’, el gen 23S rRNA  está corriente abajo del 16S rRNA  y el 
gen  5S rRNA  en el extremo 3’ del operón. Todos los operones de rRNA contienen al menos un gen de tRNA situado 
entre los genes 16S rRNA  y 23S rRNA, y algunos pueden contener varios genes de tRNA corriente abajo del 5S rRNA. 
 
2.3.2 tRNA.  
E. coli, posee 86 genes de tRNA, que  pueden ser transcritos bien como parte de 
complejos operones,  los  cuales pueden  también  contener múltiples genes  tales como  
rRNAs o mRNAs, o bien pueden ser transcritos monocistrónicos.    Independientemente 
de  su  organización  física,  cada  precursor  de  tRNA  contiene  secuencias  extras  en  los 
extremos 5’ y 3’,  que posteriormente  son eliminadas para generar  moléculas de tRNA 
maduras y funcionales.  Al igual que ocurre con los rRNAs, no existen especies de tRNA 
maduro  que  provengan  directamente  de  su  transcrito  primario,  todos  deben  sufrir 
modificaciones postranscripcionales para  ser  funcionales. La maduración de  los  tRNAs 
requiere  la  acción  de  varias  RNasas.  Los  tRNAs  maduros  poseen    una  secuencia 
comprendida  entre  74‐95  bases.  Al  igual  que  los  rRNA,  los  tRNA  son  también 
modificados  químicamente  con  varias metilaciones  y  varias  pseudouridinas  (ψ).  Estas 
modificaciones  postranscripcionales  son  necesarias  para  un    reconocimiento  correcto 
por parte de la aminoacil‐tRNA sintetasa así como para la unión codón‐anticodón.  
Todos  los  tRNAs adoptan una estructura  secundaria muy conservada en  forma 
de hoja de  trébol  con  cuatro brazos  constantes y un brazo adicional presente en    los 
tRNAs  más  largos  (Fig.  1.6).  En  esta  estructura  secundaria  los dos extremos de 
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la  molécula  están  unidos.  Los  brazos  presentan  estructuras  tallo‐lazo  y  son 
denominados por su función o estructura. El brazo aceptor del aminoácido es un dúplex 
corto de siete pares de bases que termina con una secuencia  CCA‐OH en el extremo 3’ 
del  tRNA  maduro  y    al  cual  se  une  el  aminoácido  correspondiente.  En  el  extremo 
opuesto de  la molécula se encuentra el brazo del anticodón,  formado por un  tallo de 
cadena doble de 5 pares de bases y terminado en un bucle de 7   bases no apareadas, 
donde  se  encuentra  el  anticodón.  El  brazo  TψC  (timina‐pseudouridina‐citosina), 
denominado así por la presencia de ese característico triplete dentro de la secuencia de 
su lazo, está formado por un tallo de 5 pares de bases y un lazo de 7 bases, y el brazo D, 
formado por un tallo de 3‐4 pares de bases  y un bucle de 5‐7 bases que con  frecuencia 
contiene la base modificada dihidrouridina (D). Adicionalmente, algunos tRNA tienen un 
brazo variable de 4‐21 bases que son los que determinan las variaciones de tamaño de 
los tRNA maduros (Fig. 1.6).  Los análisis de difracción de rayos X indican que los tRNAs 
se pliegan formando forman una estructura terciaria más compacta en forma de L (Fig. 
1.6)  donde  los  lazos  TψC  y  D  están  muy  cercanos  y  forman  algunos  puentes  de 
hidrógeno entre ellos, haciendo que  los dos  lazos  se encuentren perpendiculares. Los 
dos  dominios  funcionales más  evidentes,  el  aceptor  del  aminoácido  y  el  anticodón, 
quedan bien separados del resto de la molécula. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6 Estructura  terciaria y secundaria del  tRNA. Representación de  la estructura  terciaria y  la secundaria en 
forma de hoja de  trébol del  tRNAphe de  levadura  (recuadro). En amarillo se  representa  la secuencia   CCA‐OH en el 
extremo  3’  del  tRNA.  En  púrpura  se  representa  el  brazo  aceptor.  En  naranja  el    brazo  variable.  En  azul  el  brazo 
anticodón con el anticodón en gris. En rojo el brazo D y en verde brazo TψC. 
 
  18
Introducción 
  19
2.3.3 mRNA. 
El mRNA  fue  descubierto  en  1960,  como  la  clase  de  RNA  que  determina  la 
secuencia  de  las  proteínas  {Brenner  S.,  1961  #590}    {Jacob,  1961  #589}  {Gros,  1961 
#591}. Las moléculas de mRNA constituyen el 3‐5% del RNA total celular de E. coli. Estas 
moléculas son bastante heterogéneas con respecto al tamaño y reflejan la diversidad de 
los  productos  génicos,  que  codifican.  Los  mRNAs  son  generalmente  menos 
estructurados  y  están  menos  protegidos  por  proteínas  que  el  tRNA  y  rRNA. 
Normalmente, todos  los mRNAs bacterianos contienen dos tipos de regiones:  la región 
codificante  o  cistrón  y  las  regiones  no  traducidas  (UTR)  en  los  extremos  5’  y  3’  del 
mRNA.  En  E.  coli  la mayoría  de  los mRNAs  son  policistrónicos,  pero  existen  algunos 
monocistrónicos.  La  región  codificante  consiste  en  una  serie  de  codones,  que  
representan  la secuencia de aminoácidos de  la proteína, comenzando con el codón de 
inicio AUG y finalizando con un codón de terminación. La 5’‐UTR, denominada también 
secuencia leader, precede el inicio de la región codificante y contiene el sitio de unión al 
ribosoma (RBS), mientras la 3’‐UTR, también denominada secuencia  tráiler, está situada  
a  continuación  de  la  señal  de  terminación  del  mRNA  (Fig.  1.7).  En  un  mRNA 
monocistrónico,  la  UTR  está  presente  en  ambos  extremos.  Aunque  estas  regiones 
forman  parte  de  la  unidad  de  transcripción,  estas  secuencias  no  codifican  para  la 
proteína  resultante  de  la  traducción.  Las  diferentes  regiones  codificantes  de  un 
transcrito policistrónico de mRNA   están separadas por  las regiones  intercistrónicas,  la 
cuales varían enormemente en tamaño. En bacterias estas regiones pueden llegar a ser 
tan largas como 30 nucleótidos  (e incluso más largos en mRNAs de fagos), pero pueden 
ser tan cortos, con 1 o 2 nucleótidos de separación entre el codón de terminación para 
una  proteína  y  el  codón  iniciador  de  la  siguiente  proteína.  En  un  caso  extremo,  dos 
genes pueden estar solapados de manera que  la última base de una región codificante 
es también la primera base de la siguiente región codificante.  
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Figura 1.7 Representación de un mRNA procariota monocistrónico. La 5’‐UTR o leader, precede el inicio de la región 
codificante y contiene el sitio de unión al ribosoma (RBS), mientras la 3’‐UTR o tráiler, está situada  a continuación de 
la señal de terminación del mRNA. 
 
Han  sido  identificadas  en  los  extremos  3’  de  los mRNA  de  operones  y  en  las 
regiones  intercistrónicas  {Higgins,  1982 #608} unas  secuencias de una  longitud de 35 
nucleótidos, que pueden controlar la expresión del mRNA, la estabilidad o ambas. Estas 
secuencias palindrómicas extragénicas  repetitivas  (REP)  tienen el potencial de  formar 
una región de doble cadena o tallo energéticamente estable. Más de 500 copias residen 
en el  genoma de  E.  coli, pero ninguna ha  sido  identificada en  sus  fagos  {Stern, 1984 
#609}.  Estas  secuencias  son  claramente  diferentes  a  los  sitios  de  terminación  de  la 
transcripción, aunque ambas regiones contienen estructuras tipo tallo‐lazo.  
Una modificación postranscripcional importante de los mRNAs bacterianos, es la 
adición de múltiples adenosinas monofosfofato o cola poly(A) al extremo 3’. Se estima 
que alrededor del 1‐2% del RNA  total de E. coli  {Cao, 1992 #611}  {Mohanty, 1999 #6} 
está poliadenilado. Por  tanto,  los niveles de poliadenilación  en  E.  coli  son bajos,  y  al 
contrario  de  lo  que  ocurre  en  eucariotas,  las  colas  poly(A)  parecen  jugar  un  papel 
desestabilizador de los mRNA {Dreyfus, 2002 #311}. 
 
2.3.4 sRNA. 
Los pequeños RNAs no codificantes (ncRNAs o sRNAs) son RNAs de una longitud 
variable entre 50‐400 nucleótidos y no son traducidos a proteínas. Forman la clase más 
heterogénea de especies de RNA e  incluyen RNA reguladores, RNA catalíticos, primers 
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de  RNA,  fragmentos  de  RNA  derivados  de  la  reacciones  de  procesamiento  y  RNA 
transferente‐mensajero  (tmRNA).  Por  tanto,  los  sRNAs  son  una  familia  de moléculas 
altamente versátil que posee un amplio rango de actividades biológicas.   
Esta  clase  de moléculas  de  RNA  fue  observada  por  primera  vez  hace  cuatro 
décadas  {Griffin,  1971  #613}  {Ikemura,  1973  #614},  pero  ni  sus  genes    fueron 
caracterizados ni su papel  funcional  fue establecido. Durante  los primeros años de  los 
1980s, y posterior al descubrimiento de  la existencia en bacteriófagos, transposones y 
plásmidos de pequeños RNAs antisentidos implicados en el control del ciclo de vida o en 
el número de copias, fue caracterizado el primer sRNA codificado por el cromosoma de 
E. coli, un RNA antisentido denominado MicF {Mizuno, 1983 #616} {Mizuno, 1984 #615}. 
Posteriormente, se han ido describiendo muchos más y en otras bacterias {Vogel, 2005 
#636}.Incluso  se  ha  sugerido  también  la  presencia  de  sRNAs  en  cloroplasto  y 
mitocondrias  {Lung,  2006  #567}  actuando  como  antisenses  de mRNAs  específicos  en 
estas organelas, las cuales además,  poseen su propia población de mRNA, tRNA y rRNA.  
En bacterias,  los sRNA  funcionales pueden ser generados vía procesamiento de 
transcritos  precursores  o  directamente  como  transcritos  primarios,  estos  últimos 
representan el tipo más abundante de sRNA conocido.  
Los sRNAs reguladores forman el grupo de sRNA más importante y actúan a nivel 
postranscripcional.  Al  igual  que  ocurre  en  eucariotas  con  los microRNAs  (miRNAs)  y 
pequeños RNA interferentes (siRNA), los sRNAs reguladores actúan frecuentemente por 
apareamiento  con  su  mRNA  específico  modificando  el  nivel  de  traducción  o  la 
estabilidad del mismo {Mikulik, 2003 #623} {Gottesman, 2004 #624} {Gottesman, 2006 
#626}  {Vogel, 2007 #627}{Storz, 2004 #617}, pero además pueden actuar mediante  la 
unión a proteínas para modificar su actividad {Repoila, 2009 #565}. La unión de un sRNA 
al  mRNA  puede  resultar  en  un  bloqueo  de  la  entrada  del  ribosoma  (represión  de 
traducción),  una  desestabilización  de  la  estructura  secundaria  inhibitoria,  la  cual 
secuestra  el  sitio  de  entrada  del  ribosoma  en  el mRNA  (activación  de  la  traducción) 
{Majdalani, 2005  #622}  {Storz,  2004  #617} o  en una degradación del mRNA  {Pfeiffer, 
2009  #618}.  La  mayoría  de  los  sRNAs  reguladores  son  producidos  en  respuesta  a 
condiciones  de  estrés  o  cambios metabólicos  {Wassarman,  2002  #620}.  En  E.  coli,  la 
acción de  la mayoría de  los  sRNAs   está casi  siempre asociada con una chaperona de 
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RNA denominada Hfq. Sin embargo, no todos los  sRNAs  actúan sobre mRNAs.  Existen 
tres sRNAs (6S, CsrB y CsrC) en E. coli, y sus homólogos en otras bacterias, que actúan 
sobre proteínas celulares modulando su actividad {Pichon, 2007 #765}.  
Otro  tipo de  sRNA  regulador, que puede  ser  clasificado  como un elemento  cis 
sRNA  regulador  es  el  riboswitch  {Tucker,  2005  #632}  {Winkler,  2005  #633}  {Edwards, 
2007 #634} {Henkin, 2008 #635}. Estos elementos estructurales de RNA son codificados 
por  la misma  cadena  del mRNA  que  la  contiene  y,  por  tanto,  son  parte  del mismo 
transcrito. Están localizados en el extremo 5’ del mismo transcrito que ellos regulan y en 
respuesta  a  un  metabolito  la  estructura  del  riboswitch  cambia  para  bloquear  o 
promover la traducción {Blount, 2006 #761}. 
Además  de  los  sRNAs  reguladores  que  actúan  sobre  mRNAs  o  proteínas,  el 
cromosoma de E. coli   codifica otros tipos de sRNA  implicados en diferentes funciones. 
Entre  los más importantes destacan el M1 RNA,  el 4.5S sRNA y el tmRNA. El  M1 RNA es 
la  subunidad  catalítica de  la RNasa P,  la  cual es    responsable de  la generación de  los 
extremos 5’ maduros de  los tRNAs  {Stark, 1978 #619}. El 4.5 sRNA  interacciona con  la 
proteína  Ffh  formando  un  complejo  ribonucleoproteíco  denominado  señal  de  la 
partícula  de  reconocimiento  (SRP)  que  juega  un  papel  esencial  en  la  secreción  de 
proteínas  {Keiler,  1996  #628}.  Su  interacción  con  el  péptido  señal  es  necesario  para 
trasladar cotraduccionalmente a  la proteína naciente a  través de  la membrana o para 
integrarla  en  la membrana.  Este mecanismo  está  universalmente  conservado  {Halic, 
2005  #629}  {Egea,  2005  #630}{Shan,  2007  #631}.  Los  tmRNAs  son  moléculas  de 
aproximadamente  300  ribonucleótidos  de  longitud,  que  simultáneamente  funcionan 
como  tRNA  y  mRNA  {Withey,  2002  #764}.  Estas  moléculas  están  implicadas  en  la 
liberación de los ribosoma atascados en mRNAs defectuosos {Karzai, 2000 #762} {Gillet, 
2001 #763}.  
Un    tipo  de  sRNA  no  codificado  por  el  cromosoma  son  los  RNA  primers 
requeridos para  la  iniciación de  la  replicación del DNA en E.  coli y para  la  replicación 
discontinua  de  la  cadena  retrasada.  Estos  primers  son  sintetizado  por  una  RNA 
polimerasa  especial  denominada  primasa  {Griep,  1995  #766},  que  se  asocia 
transitoriamente  con el complejo de replicación y típicamente sintetiza primers de RNA 
de entre 11‐12 ribonucleótidos {Kitani, 1985 #767}.  
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3. Procesamiento del RNA en E. coli. 
El procesamiento o maduración del RNA es  la  suma de eventos  implicados en  
convertir  un  transcrito  primario  en  una  molécula  de  RNA  funcional.  Dentro  del 
metabolismo del RNA, este proceso contribuye a la determinación de la población final 
de moléculas de RNA dentro de la célula. Para producir moléculas funcionales de RNA a 
partir de los transcritos primarios, la célula procariota es capaz de realizar tres tipos de 
reacciones básicas de maduración: primero, conversión de los transcritos policistrónicos 
precursores en monocistrónicos; segundo, generación de los extremos 5’ y 3’ de los RNA 
maduros,  eliminando  los  nucleótidos  extra,  pero  sin  alterar  las  secuencias  que  darán 
lugar  a  los  extremos  maduros;  y  tercero,  modificaciones  químicas  en  la  base 
nitrogenada o ribosa  de los cuatro ribonucleótidos originales en la cadena de RNA. No 
todas  las moléculas de RNAs están sujetas a estos tres tipos de reacciones. Además,  la 
mayoría de los mRNAs en bacterias, no requieren procesamiento para su traducción. En 
E.  coli  la  transcripción  y  traducción  ocurren  de  forma  simultánea  en  el  único 
compartimento celular a diferencia que en eucariotas donde la maduración ocurre en el 
núcleo y la traducción en el citosol.   
 
3.1 Procesamiento del rRNA. 
La transcripción en E. coli de cada uno de los siete operones de rRNA por la RNA 
polimerasa  genera  un    transcrito  primario  policistrónico  denominado  30S  rRNA.  Este 
largo precursor no procesado está  formado por una secuencia 5’  leader, un precursor 
del 16S rRNA (p16 rRNA), una secuencia espaciadora conteniendo  al menos un tRNA, un 
precursor del 23S rRNA (p23 rRNA), un precursor del 5S rRNA (p5 rRNA) y una secuencia 
trailer,  la cual puede contener, en algunos operones, uno o varios  tRNAs  (Fig. 1.5). La 
distancia entre p23 rRNA y p5 rRNA es de 81 nucleótidos y entre p5 rRNA y la señal de 
terminación es de 39 nucleótidos en cuatro de los siete operones de rRNA los cuales no 
contienen tRNAs en la secuencia trailer, y algo más larga en los otros tres operones los 
cuales  contienen  tRNAs  {King,  1983  #579}. Antes  de  que  la  transcripción  termine  las 
endorribonucleasas implicadas en el procesamiento  actúan sobre el transcrito naciente. 
Al menos  cuatro  endorribonucleasas  (RNasa  III,  RNasa  G,  RNasa  E  y  RNasa  P)  están 
implicadas en el procesamiento del rRNA de E. coli (Fig. 1.8).   
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Figura 1.8 Esquemática representación del procesamiento operon rrnB. Las especie de rRNA y tRNA,  promotores P1 
y P2, y  terminadores T1 y T2 son  indicados así como  los sitios de procesamiento de  la RNasa  III  (III), RNasa G  (G), 
RNasa E (E), RNasa (P), RNasa T (T) y la desconocida RNasa(?).  
 
El primer evento en el procesamiento de los rRNAs consiste en la separación de 
las diferentes especies de rRNA por la RNasa III {Apirion, 1981 #138}. Al completarse la 
transcripción  del  p16  rRNA,  las  secuencias  espaciadoras  complementarias,    que 
flanquean a ambos extremos la secuencia del 16S rRNA  maduro, se aparean formando 
una estructura tipo tallo‐lazo. El tallo  formado es susceptible al corte endonucleolítico 
por la RNasa III, la cual corta dentro de este dúplex de RNA, liberando el p16 rRNA y  el 
fragmento  5’  leader  de  la  cadena  de  RNA  policistrónica  en  crecimiento.  Los  115 
nucleótidos en el extremo 5’   del p16S son eliminados   por  la acción cooperativa de  la 
RNasa G y la RNasa E {Li, 1999 #179}. La RNasa E primero corta 66 nucleótidos corriente 
arriba del extremo maduro 5’ del 16S rRNA, un evento que crea un extremo 5’  libre en 
el tallo de p16 e incrementa la tasa a la cual la RNasa G cataliza el paso de maduración 
final del extremo 5’ (Fig. 1.8). Aunque estos dos eventos son posteriores al corte por la 
RNasa  III en  la cepa salvaje, se ha observado que en mutantes de  la RNasa  III también 
tiene  lugar  ,  indicando que el corte  inicial de  la RNasa  III no es crítico para  la correcta 
maduración del extremo 5’ del 16S rRNA {Srivastava, 1989 #756}. La enzima responsable 
de  la  eliminación  de  los  33  nucleótidos  del  extremo  3’  del  p16S  es  desconocida,  y 
aunque la eficiencia de la eliminación es dependiente de la maduración del extremo 5’, 
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la correcta maduración del extremo 3’ del 16S rRNA tiene lugar en ausencia de la RNasa 
G y RNasa E in vivo {Li, 1999 #179}. 
Una  vez  la  región  espaciadora  localizada  entre  p16  rRNA  y  p23  rRNA  es 
transcrita, los tRNAs son liberados mediantes cortes endonucleolíticos realizados  por la 
RNasa E en   el extremo 3’ y por  la RNasa P en el extremo 5’. Después de   que  la RNA 
polimerasa completa la transcripción del gen  23S rRNA, la RNasa III corta en una región 
de doble cadena formada por la complementariedad de las secuencias flanqueantes del 
23S  rRNA  liberando  al  p23  rRNA  con  3  o  7  nucleótidos  en  el  extremo  5’  y  de  7‐9 
nucleótidos  en  el  extremo  3’.  La maduración  final  del  extremo  3’  del  23S  rRNA  es 
realizado por la RNasa T eliminando exorribonucleolíticamente los nucleótidos extra en 
el  extremo  3’    {Li,  1995  #191}   mientras    la  enzima  implicada  en  la maduración  del 
extremo 5’ es desconocida (Fig. 1.8). 
Tan  pronto  como  la  secuencia  del  5S  rRNA  es  transcrito  y  plegado  en  su 
conformación característica, ellos son cortados por la RNasa E, mientras región distal o 
trailer conteniendo tRNAs son eliminados por la RNasa P y otra RNasa, posiblemente  la 
RNasa E.   La ausencia de  la especie  intermediaria 25S rRNA  (precursor compuesto por 
p23  y  p5)  indica  que  el  p23  y  p5  rRNA  son  separados  del  rRNA  transcrito  antes  de 
terminar  la transcripción. Está claro que  los primeros cortes de procesamiento por  las 
RNasa III y la RNasa E son excesivamente rápidos, de tal manera que virtualmente todos 
los sitios  son cortados en pocos segundos después de la síntesis de la secuencia la cual 
contiene los sitios diana.  
El procesamiento del 5S rRNA requiere también múltiples pasos en E. coli   (Fig. 
1.9). En el mutante termosensible de la RNasa E, rne‐3071, se observó una acumulación 
de  un  particular  precursor  del  5S  rRNA,  denominado  9S  rRNA,  cuando  crecía  a  la 
temperatura no permisiva  ({Ghora, 1978 #492}).  Este precursor de  aproximadamente 
250  ribonucleótidos    de  longitud  contiene  la  secuencia  completa  de  otra  especie 
precursora del   5S rRNA, así como secuencias extras en ambos   extremos {Misra, 1979 
#149}.  El  extremo  5’  del  9S  rRNA  contiene  aproximadamente  85  nucleótidos  extra 
mientras que  el extremo 3’ contiene una estructura tipo tallo‐lazo, similar a los sitios de 
terminación de  la transcripción, o tRNAs si ellos están presentes en  la secuencia trailer 
del operón del rRNA. En condiciones normales  el precursor 9S rRNA no es observado en 
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la  cepa  salvaje,  ya que es  rápidamente  cortado por  la RNasa E. El 9S  rRNA  sufre dos 
cortes  endonucleolíticos  consecutivos  por  la RNasa  E  generando  el  p5  rRNA  con  tres 
nucleótidos extras en ambos extremos {Ghora, 1978 #492}. La maduración del extremo 
3’ de este p5 rRNA es catalizada por la RNasa T  {Li, 1995 #191} mientras que la enzima 
implicada en el procesamiento final del extremo 5’ no ha sido hasta ahora  identificada 
(Fig. 1.9). 
 
 
Figura 1.9 Procesamiento del 9S rRNA y maduración del 5S rRNA. Se indican los sitios de corte de la RNasa III y RNasa 
E sobre el 9S rRNA y la  acción de la RNasa T sobre el extremo 3’ del p5S rRNA. Se desconoce la RNasa (?) implicada en 
la maduración del extremo 5’ del 5S rRNA.  
 
Una  vez  procesados,  los  rRNAs  maduros  presentan  extensas  estructuras 
secundarias y pueden contener bases modificadas. El 5S rRNA maduro está compuesto 
por 120 nucleótidos ninguno de ellos modificado después de  la  transcripción  y es un 
componente  muy  conservado  del  ribosoma.  El  16S  rRNA    maduro  contiene  1.541 
nucleótidos, 10 de ellos metilados y uno es una pseudouridina (φ). El 23S rRNA  maduro 
consiste  en  2.904  nucleótidos  que  contienen  numerosas  metilaciones  y  φ.  Las 
modificaciones postranscripcionales  sufridas por  el  rRNA  son  imprescindibles para un 
correcto ensamblaje del ribosoma y su posterior funcionalidad. 
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3.2 Procesamiento del tRNA. 
Las  moléculas  de  tRNAs  no    sólo  son  importantes  para  la  traducción,  sino 
también para otros procesos celulares tales como la transformación de aminoácidos y la 
biosíntesis de porfirinas {Söll, 1993 #758}. Para generar moléculas funcionales de tRNA, 
los  precursores  de  los  tRNAs  sufren  una  serie  de  procesamientos,  incluyendo  la 
eliminación de las extensiones de los extremos 3’ y 5’. El procesamiento del extremo 5’ 
de  los tRNA es similar en todos  los reinos y es realizado por  la RNasa P,  la cual ha sido 
encontrada  en  todos  los  organismos  estudiados  {Frank,  1998  #759}.  Sin  embargo,  el 
procesamiento del extremo 3’ es mucho menos conocido y difiere entre  los diferentes 
reinos. El procesamiento del extremo 3’ es una reacción esencial para la aminoacilación 
de los tRNAs y por tanto, para la síntesis de proteínas.  
En E. coli, la mayoría de los tRNAs transcritos son generalmente parte de un RNA 
policistrónico que codifica varios tRNAs, a veces incluyendo rRNAs o mRNAs {Deutscher, 
1985  #224}.  Estos  tRNA  precursores  son  transcritos  con  extensiones  largas  en  los 
extremos 5’ y 3’.  Una característica común del extremo 3’ de todos los tRNAs maduros 
es la presencia de un  triplete CCA. En E. coli la secuencia del triplete terminal CCA está 
contenida en el transcrito primario, ya que esta secuencia está codificada en el genoma 
de E. coli para todos lo tRNAs. Sin embargo, en el caso de Bacillus subtillis, un porcentaje 
de  tRNAs  no  poseen  el  triplete  CCA  el  cual  es  añadido  por  la  enzima  denominada 
nucleotidil transferasa. La secuencia del procesamiento de los tRNAs  de E. coli  {Apirion, 
1993 #363} {Deutscher, 1985 #224} es  iniciada por un corte endonucleolítico corriente 
abajo de la secuencia CCA en el extremo 3’ {Sekiya, 1979 #744} seguido por una serie de 
reacciones de  recorte  realizadas por exorribonucleasas. A continuación se produce    la 
eliminación  de  las  extensiones  5’  por  la  RNasa  P,  y  una  segunda  reacción 
exorribonucleolítica de  recorte generando  los extremos 3’ de  los  tRNAs maduros  (Fig. 
1.8).  
Las endorribonucleasas RNase E {Ray, 1981 #137} {Ray, 1981 #139} y   RNasa  III 
{Apirion,  1993  #363}  han  sido  identificadas  como  las  enzimas  responsables  del  corte 
endorribonucleolítico  inicial  en  el  extremo  3’  de  los  precursores  de  los  tRNAs.  La 
reacción de  recorte del extremo 3’ que sigue al corte endorribonucleolítico puede ser 
catalizado por una variedad de exorribonucleasas: seis enzimas diferentes (RNasa II, BN, 
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D, PH, PNPasa y T) son capaces de catalizar estas reacciones  in vitro e  in vivo. Aunque 
parece haber una preferencia  jerárquica en  la   acción de estas exorribonucleasas   en 
donde  la RNasa T y RNasa PH parecen ser  las más efectivas. Como en el caso del corte 
inicial  endorribonucleolítico,  ninguna  de  estas  exorribonucleasas  es  específica  para  la 
maduración de los tRNAs {Deutscher, 1990 #213}. Esto sugiere, al menos en E. coli, que 
existe  un  conjunto  de  endo‐  y  exorribonucleasas,  que  no  son  específicas  para  una 
determinada clase de RNA (rRNA, tRNA, mRNA y sRNA), sino que reconocen pequeños 
elementos estructurales comunes a los distintos tipos de RNAs. Al menos en el caso de 
las exorribonucleasas, estas enzimas  tienen  funciones  redundantes  lo que asegura un 
completo procesamiento de tRNA {Li, 1996 #187}. Debido a que los tRNAs se pliegan en 
su típica estructura tridimensional durante la transcripción el procesamiento enzimático 
puede iniciarse  cotranscripcionalmente {Apirion, 1983 #745}. 
 
 
Figura  1.10  Procesamiento  de  tRNAs  en  E.  coli.  La  etapa  inicial  en  la  maduración  de  los  tRNAs,  es  un  corte 
endonucleolítico realizado por la RNasa E, que ocurre varios nucleótidos corriente abajo del extremo 3’ del tRNA (1). 
A  continuación  las exorribonucleasas eliminan  algunos nucleótidos en el extremo 3’  (2),  antes de que  la RNasa P 
genere  los  exrtremos  5’  maduros  (3).  El  resto  de  los  nucleótidos  en  el  extremo  3’  son  posteriormente 
exonucleolíticamente eliminados (4). Debido a que la secuencia CCA en los extremos 3’ de los tRNAs está codificada 
en los genes de E. coli, la nucleotidil tRNA transferasa tiene sólo función reparadora en esta bacteria. 
 
En eucariotas el procesamiento del extremo 3’ ocurre en el núcleo y puede ser 
posible que el procesamiento  este localizado en el nucleolo, como ha sido demostrado 
para  el  caso  de  la  RNasa  P  {Bertrand,  1998  #746}.  Los  precursores  de  los  tRNAs 
sintetizados en el núcleo celular contienen cortas extensiones en los extremos 5’ y 3’ de 
5  a  15  nucleótidos  y  generalmente  no  codifican  para  el  triplete  terminal  CCA.  En  
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sistemas in vitro, han sido observadas rutas de maduración exo‐ y endorribonucleolíticas 
aunque la mayoría de las rutas de procesamiento de los extremos 3’ en eucariotas están 
implicadas  solamente  cortes  endonucleolíticos  exactamente  en  el  extremo  3’  de  los 
tRNAs {Mayer, 2000 #747}. 
En  levaduras y otros eucariotas, un  largo complejo   (300‐400 KDa) formado por 
múltiples  3’‐exorribonucleasas,  denominado  exosoma  es  responsable  del 
procesamiento de una variedad de snRNAs y snoRNAs. Algunas de las exorribonucleasas 
en  el  exosoma  muestran  similitud  a  la  RNasa  PH  de  E.  coli  y  pueden,  por  tanto, 
participar    en  el  procesamiento  del  extremo  3’  del  tRNA  {van Hoof,  1999  #757}.  Sin 
embargo,  el  análisis  de  los  mutantes  del  exosoma  en  levaduras  muestran  que  el 
procesamiento  del  extremo  3’  no  es  impedido,  indicando  que  el  exosoma  no  está 
implicado  en  las  reaccions  de  recorte  del  extremo  3’  {van Hoof,  2000  #748}.  En    las 
mitocondrias  y  cloroplastos,  los  tRNAs  están  embebidos  en  largos  precursores,  los 
cuales  generalmente  no  codifican  el  extremo  3’‐CCA  y  muy  pocos  genes  de  tRNA 
contienen  intrones  {Oda,  1992  #749}.  Todas  las  actividades  de  procesamiento  del 
extremo  3’  de  los  tRNA  de  las  organelas  que  han  sido  analizadas  implican  cortes 
endorribonucleolíticos  en  la  secuencia  discriminadora  o  cerca  de  ella  {Mayer,  2000 
#747}.    En  las  mitocondrias  de  levaduras,  ratas  y  plantas,  una  actividad 
endorribonucleolítica corta el precursor exactamente en el extremo 3’ de  la secuencia 
discriminadora  {Manam,  1987  #750}    {Chen,  1988  #751}  {Kunzmann,  1998  #752}.  Sin 
embargo,    en    los  cloroplastos  la maduración del  extremo  3’    es  catalizada por   una 
endorribonucleasa que deja un nucleótido extra.  Cuando ese nucleótido es una C, este 
puede  ser usado  como  la primera posición de  la  secuencia CCA del extremo 3’de  los 
tRNA  funcionales;  pero  si  es  diferente  debe  ser  eliminado  y  sustitutito  por  una  C 
{Oommen, 1992 #753}. 
Como en otros organismos,    los precursores de tRNA en archeas son transcritos 
con  extensiones  en  los  extremos  5’  y  3’,    y  a  veces  contiene  varios  genes  de  tRNAs 
dentro de un mismo  transcrito  {Frey, 1990 #759}  {Smith, 1997 #760}. Poco es  sabido  
sobre los detalles del procesamiento del tRNA, excepto que la maduración del extremo 
5’ precede al procesamiento del extremo 3’ {Palmer, 1994 #761}. Estudios preliminares 
sobre  el  procesamiento  del  extremo  3’  en  Haloferax  volcanii  han  revelado  que  una 
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RNasa Z está implicada en el corte del precursor en la secuencia discriminadora o cerca 
de ella  {Schierling, 2002 #674}  sugiriendo que  la maduración de  tRNAs en arqueas  se 
parece  a  la  ruta  endonucleolítica  de  eucariotas más  que  al  procesamiento  en  varios 
pasos de bacterias.  
3.3  Procesamiento del mRNA. 
La  mayoría  de  los  mRNAs  bacterianos  no  requieren  procesamiento  para  su 
funcional  expresión.  La  primera  evidencia  sobre  el  procesamiento  de  mRNA  en 
procariotas  procede  de  estudios  con  fagos más  que  de  E.  coli.  A  diferencia  de  los 
transcritos  primarios  de  rRNA  y  tRNA,  la  maduración  del  mRNA  no  tiene  tanta 
importancia  funcional en  E.  coli.    Sin embargo,  varios ejemplos de procesamiento de 
mRNA han sido descritos. Uno de ellos implica el corte endonucleolítico dependiente de 
la RNasa III del transcrito del operón rp1JL‐rpoBC en la región intercistrónica separando 
los  cistrones  de  las  proteínas  ribosomales  L10  y  L7/L12  de  aquellos  cistrones  de  las 
subunidades  β y  β’ de  la RNA polimerasa  {Barry, 1980 #681}. Un segundo ejemplo de 
procesamiento de mRNA por la RNasa III fue encontrado en el operón rpsO‐pnp, el cual 
codifica  para  la  proteína  ribosomal  S15  y  la  PNPasa,  respectivamente  {Takata,  1985 
#754}. La organización de este operón es compleja. Contiene un promotor fuerte en el 
extremo  proximal  del  gen  rpsO  y  un  atenuador  transcripcional  en  la  región 
intercistrónica  así  como  dos  sitios  de  procesamiento.  Estos  sitios  de  procesamiento 
presentan estructuras secundarias y están separados por 100 nucleótidos  dentro de la 
región intercistrónica {Takata, 1985 #754}. 
 
4. Degradación de RNA en E. coli. 
4.1  Factores implicados en la degradación del RNA.  
Durante  los últimos 35 años, el análisis de  la expresión génica en E.  coli  se ha 
centrado en el estudio de los  mecanismos de iniciación de la transcripción y traducción. 
En contraste,  limitada atención se ha prestado a comprender cómo  la degradación y el 
procesamiento  del mRNA  afectan  a  los  niveles  de  proteínas  y  al  crecimiento  celular. 
Mientras el  inicio de  la transcripción es un evento  importante de  la regulación génica, 
los niveles de un  transcrito en crecimiento equilibrado es un factor determinante de la 
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traducción  de  los  genes.  Debido  a  que  los  niveles  de  expresión  de  un  determinado 
mRNA en crecimiento equilibrado son una función de la tasa de síntesis y de la tasa de 
degradación,  factores que contribuyen a la estabilidad de un transcrito  juega un papel 
significativo  en  la  expresión  de  la  proteína  que  codifica.  Adicionalmente,  la 
disponibilidad de  tRNAs maduros es  crítica para   asegurar que  la  síntesis de proteína 
ocurra.  
El RNA presente en todas las células vivas puede ser dividido entre RNA estable y 
RNA inestable. El RNA estable incluye aquellas especies de RNA estructurado tales como 
el  tRNA  y  rRNA,  los  cuales  son  componentes  claves  de  la maquinaria  de  traducción, 
mientras  el  RNA  inestable  incluye  el  mRNA.  Una  importante  consecuencia  de  la 
inestabilidad  del  mRNA  es  que  permite  a  la  maquinaría  de  síntesis  de  proteínas 
ajustarse rápidamente a cambios del programa de transcripción de la célula. Por tanto, 
la inestabilidad del mRNA es una importante propiedad en la regulación de la expresión 
génica. La  inestabilidad del mRNA fue anticipada por Jacques Monod y   Francois Jacob 
antes del descubrimiento del mRNA. Una   de sus más  importantes predicciones dentro 
de  su  modelo  operon  era  que  las  instrucciones  para  la  síntesis  de  proteína  eran 
transferidas desde  los   genes a ribosomas por una molécula mensajera  inestable. Esta 
predicción  fue pronto  confirmada   por el descubrimiento de una nueva  clase de RNA 
altamente  inestable  {Brenner  S., 1961 #590}  {Gros, 1961 #591}.    El   hecho de que el 
mRNA  y  su  carácter  lábil  fueran  descubierto  in  vivo  simultáneamente  no  fue  un 
accidente;  de  hecho,    la  alta    tasa  de  recambio  del mRNA  fue  determinante  para  la 
detección de esta clase de RNA, la cual comprende el 4% del RNA total de E. coli.  
Tan pronto como la transcripción comienza, los ribosomas se unen al extremo 5’ 
del mRNA y comienza  la traducción,  incluso antes de que el resto del mRNA haya sido 
sintetizado.  Varios  ribosomas  se mueven  a  lo  largo  del mRNA mientras    está  siendo 
sintetizado. Cuando  la transcripción termina el extremo 3’ del mRNA es generado. Los 
ribosomas continúan traduciendo mientras el mRNA sobrevive. Sin embargo, el mRNA 
es degradado en una dirección global 5’→ 3’ bastante  rápido. Por  tanto, el mRNA es 
sintetizado, traducido por los ribosomas y degradado, todo en una rápida sucesión.  
En E. coli el recambio de mRNA implica múltiples rutas redundantes que implican 
la  acción  de  endorribonucleasas,  exorribonucleasas  y  otras  enzimas  que  modifican 
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covalentemente  el  RNA  o  afectan  su  conformación.  Las  endorribonucleasas  inician  o 
aceleran el proceso de degradación del mRNA. La principal endorribonucleasa implicada 
en  este  proceso  es  la RNasa  E,  la  cual  es  un  componente  clave  de  la maquinaría  de 
degradación  en  Proteobacteria.  Generalmente  la  vida  media  de  los  transcritos  no 
excede del  tiempo de duplicación de E.  coli.    Las  tasas de degradación pueden variar 
ampliamente dentro de una célula. En E. coli, por ejemplo, la vida media de los mRNAs 
pueden ser tan cortas como 20‐30 segundos o tan largas como 50 minutos, con tiempos 
medios  típicos de 2‐4 minutos.   Marcadas diferencias en  la estabilidad de mRNAs son 
comúnmente observadas para  transcritos de genes no  funcionalmente  relacionados y 
para los diferentes cistrones dentro  de un transcrito policistrónico {Blundell, 1972 #755}  
{Newbury, 1987 #756}{Baga, 1988 #758}. 
A pesar de  su esencial    importancia en  la expresión génica,  la degradación del 
mRNA  ha  sido  el  mecanismo  implicado  en  la  regulación  génica  más  lento  en  ser 
elucidado.  Los  determinantes  estructurales  de  estabilidad  e  inestabilidad  del    RNA, 
factores celulares que degradan el mRNA, y los mecanismos moleculares por los cuales 
este proceso ocurre, se han empezado a comprender desde hace dos década después 
de 42 años del descubrimiento de la inestabilidad del mRNA. 
 
4.1.1 Determinantes estructurales de la estabilidad  e inestabilidad del mRNA. 
En las propias moléculas de mRNA se han identificado un número de elementos 
estabilizadores  que  actuando  en  cis  controlan  la  vida media.    En  procariotas  estos 
elementos estabilizadores pueden ser divididos en tres clases.  
Una  clase  incluye  el  grupo  5’  trifosfato  del  nucleótido  inicial  del  transcrito 
naciente primario.  A diferencia de los organismos eucariotas, los mensajeros de E. coli 
no poseen la modificación postranscripcional metil‐guanosina (cap) en el extremo 5’ del 
transcrito. Sin embargo, al igual que en los organismos eucariotas, el grupo trifosfato del 
extremo 5’ ofrece una protección frente a la degradación. De hecho, recientemente ha 
sido descubierta en E. coli, una enzima  capaz de  convertir el extremo 5’  trifosfato en 
monofosfato {Deana, 2008 #33}{Celesnik, 2007 #34}. 
Otra  clase  de  elemento  estabilizador  frente  a  la  degradación  del mRNA  es  la 
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presencia de estructuras tipo tallo‐lazo en  los extremos 5’ de determinados transcritos 
que  presentan  una  larga  vida media.  La mayoría  de  estas  5’‐UTR  estructuradas  son 
capaces  de  estabilizar  lábiles mRNAs  cuando  se  fusionan  corriente  abajo,  generando  
mRNA  heterólogos más  estables.  La  influencia  del  extremo  5’  en  la  degradación  del 
mRNA  es  debido  al  efecto  protector  que  provoca  el  apareamiento  de  bases  en  el 
extremo 5’ lo cual afecta las actividades catalíticas de la endorribonucleasa RNasa E y de 
su paráloga RNasa G.     
La  última  clase  de  elementos  estabilizantes  descrita  hasta  ahora  son  los 
extremos  3’  y  las  regiones  intercistrónicas  con  estructuras  tipo  tallo‐lazo,  las  cuales 
impiden  la  iniciación  o  la  propagación  de  la  digestión  desde  el  extremo  3’  por  las 
exorribonucleasas. Por ello, los transcritos con terminación Rho independiente protegen 
al mRNA de la degradación por 3’ exorribonucleasas ({Steege, 2000 #741}{Belasco, 1988 
#50}{Regnier, 2000 #725}). Como regla general, un extremo 3’ con estructura tallo‐lazo 
es  esencial para  que  un  transcrito  de RNA  sobreviva  en  el  citoplasma más  que  unos 
pocos  segundos.  Se  especula,  que  durante  la  transcripción,  el  extremo  3’  de  los 
transcritos nacientes protege de las 3’ exorribonucleasas por el complejo de elongación 
de  la  RNA  polimerasa.  En  los  mRNAs  policistrónicos,  las  unidades  codificadoras 
localizadas  próximas  al  extremo  5’  del  transcrito  naciente  son  marcadamente  más 
estables  que  el  resto  de  los  transcritos  cuando  presentan  una  estructura  tallo‐lazo 
localizada  dentro  de  la  región  intercistrónica  que  la  separa  del  siguiente  cistrón.  
Después de que una endorribonucleasa corta dentro de la región más lábil del segmento 
3’  del  transcrito  policistrónico  (Fig.  1.11)  la  estructura  tallo‐lazo  de  la  región 
intercistrónica  que  queda  en  el  extremo  3’  del  fragmento  5’  generado,  previene  la 
propagación  de  la  degradación    exorribonucleolítica  desde  el  fragmento  3’  hacia    el 
fragmento 5’. Por tanto, el fragmento 5’ presentará una mayor vida media. Esto explica 
por qué dentro de un RNA policistrónico existan cistrones con diferentes vidas medias. 
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Figura  1.11 Degradación  de mRNA  en  E.  coli.  El  extremo  3’  del mRNA  es  protegido  del  ataque  de  exonucleasas 
mediante  la estructura secundaria  tipo  tallo‐lazo. La endorribonucleasa  (tijeras) corta corriente arriba del  tallo‐lazo 
generando dos fragmentos: fragmento 5’ y fragmento 3’. El extremo  libre 3’ del fragmento 5’ es  luego atacado por 
exorribonucleasa (amarillo). 
 
4.1.2 Enzimas implicadas en la degradación y procesamiento del RNA en E. coli. 
El procesamiento  y  la degradación del RNA  son  importantes eventos  celulares 
para  la supervivencia y    la adaptación de E. coli a cambios ambientales {Nierlich, 1996 
#554}. Estos procesos son catalizados por diversas enzimas que operan en los diferentes 
pasos  de  dichos  procesos.    Las    RNasas  son  enzimas  implicadas  en  la  rotura  de  los 
enlaces  fosfodiester  de  la  cadena  del  RNA  y  pueden  ser  divididas  dentro  de  dos 
categorías  basadas  en  su  modo  de  acción  sobre  el  RNA:  exorribonucleasas  y 
endorribonucleasas.  
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4.1.2.1 Exorribonucleasas. 
Las  exorribonucleasas  son  enzimas  implicadas  en  la  degradación  del  RNA,  
comenzando  su  acción  desde  el  extremo  3’  o  5’  del  RNA  sustrato  y  eliminando  un 
ribonucleótido  en cada reacción catalítica.  Dependiendo de su  mecanismo de acción la 
rotura del enlace fosfodiester de la cadena del RNA puede ser hidrolítica o fosforolítica. 
Las  exorribonucleasas  hidrolíticas  usan  agua  y  liberan  nucleótidos  monofosfato, 
mientras  las  exorribonucleasas  fosforolíticas  usan  fosfato  inorgánico  y  liberan 
nucleótidos difosfato  (Fig. 1.12). Estas enzimas pueden  ser  clasificas en  función de  la 
dirección de su acción catalítica en: 3’ exorribonucleasas y 5’ exorribonucleasas. Las 3’ 
exorribonucleasas comienzan en el extremo 3’ del RNA y progresan hacia el extremo 5’ 
presentando  ,  por  tanto,    una  direccionalidad  3’→5’,  mientras  que  las  5’ 
exorribonucleasas  inician su acción en el extremo 5’ y se extiende hacia el extremo 3’, 
presentando  una  direccionalidad  5’→3’.  Sin  embargo,  en  E.  coli  no  parece  haber 
ninguna  exorribonucleasa  con  actividad  5’→3’  {Deutscher,  1993  #194}.  Esto  está  en 
contraste con  lo que ocurre en Saccharomyces cerivisiae, en  la cual  la mayoría de  los 
mRNA  son degradados por  la exorribonucleasa Xrn, en  sentido   5’→3  {Larimer, 1992 
#666}  {Caponigro,  1996  #455}.  Las  principales  exorribonuclasas  implicadas  en  el 
procesamiento y degradación del RNA en E. coli son la PNPasa, la RNasa II, la RNasa R y 
la oligorribonucleasa. 
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Figura  1.12  Acción  catalítica  de  la  exorribonucleasas.  (A)  Exorribonucleasas  hidrolíticas  usan  agua  y  liberan 
nucleótidos monofosfato. (B) Exorribonucleasas fosforolíticas usan fosfato inorgánico y liberan nucleótidos difosfato 
 
4.1.2.1.1 PNPasa  
La polinucleótido fosforolilasa (PNPasa) fue identificada por primera vez en 1956 
y  ha  sido  extensamente  estudiada  {Littauer,  1957  #653}  {Soreq,  1977  #652}.  Esta  3’ 
exorribonucleasa  consiste  en  un  homotrímero,  que    degrada,  fosforolíticamente, 
cualquier  polirribonucleótido  independientemente  de  su  secuencia  o  composición  de 
bases desde el extremo 3’ {Soreq, 1977 #652}. Sin embargo, el progreso de esta enzima 
es inhibido por la presencia de estructuras secundarias {Spickler, 2000 #335}.   
El gen pnp  codifica  la  subunidad  catalítica α de  la PNPasa, que posee un peso 
molecular  de  86  kD  {Regnier,  1987  #661}.  Esta  subunidad  presenta  en  la  región  N‐
terminal  dos  dominios  de  la  RNasa  PH    en  tándem  unidos  por  un  dominio  α‐hélice, 
mientras que el extremo C‐terminal de la PNPasa posee dos dominios de unión al RNA, 
S1 y KH. La resolución de  la estructura cristalina de  la PNPasa ha revelado que  los seis 
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dominios RNasa  PH  de  la  forma  trimérica  de  la  PNPasa  se  ensamblan  formando  una  
estructura  tipo anillo con  los dominios de unión al RNA en  la parte superior del anillo 
{Symmons,  2002  #293}.  Esta  organización  es  similar  a  la  encontrada  en  el  complejo 
multienzimático  implicado en  la degradación de RNA en eucariotas y arqueobacterias 
denominado exosoma {van Hoof, 1999 #757}   {Lorentzen, 2005 #662; Lorentzen, 2005 
#663}  indicando relaciones evolutivas   de  la estructura y función entre  la PNPasa y  los 
exosomas en  la degradación del RNA {Symmons, 2002 #293} {Lin‐Chao, 2007 #384}. En 
el centro del anillo hexamérico de la PNPasa existe un canal central, el cual contiene en 
su  interior una  serie de argininas  implicadas en  la unión al RNA  y en  la  catálisis  {Shi, 
2008 #659}. La PNPasa de E.coli está localizada en el citoplasma y una pequeña fracción 
de  la  enzima  está  asociada  con  la  RNasa  E  en  el  complejo  proteico  denominado  
degradosoma ({Carpousis, 1994 #303}{Liou, 2001 #68}. 
La constante de equilibrio de la reacción catalizada por esta enzima es próxima a 
uno, de modo que a baja concentración de fosfato inorgánico la enzima sintetizará RNA 
usando  nucleósidos  difosfatos  (NDPs)  como  precursores,  según  la  siguiente  reacción: 
poly(nucleósidos‐P)n + nPi ↔ n NDPs. Sin embargo, debido a que ha sido demostrado 
que la concentración de fosfato inorgánico intracelular  oscila entre 8 y 13 mM {Moreau, 
2001 #654}, se asume que la PNasa actúa in vivo como una enzima degradadora de RNA. 
Análisis  genómicos  en  E.  coli,  indican  que  la  PNPasa  es  la  principal  exorribonucleasa 
implicada en la degradación del RNA {Mohanty, 2003 #12}. Sin embargo, experimentos 
in vivo han demostrado que  la PNPasa también puede actuar poliadenilando el RNA y, 
por tanto, funcionando como una poly (A) polimerasa {Mohanty, 2000 #655}. Además, 
trabajos  experimentales  indican  que  en  la  cianobacteria  Synechocystis  sp.  y  en 
Streptococcus coelicolor,  la poliadenilación es realizada por  la PNPasa y no por  la poly 
(A) polimerasa {Rott, 2003 #656} {Sohlberg, 2003 #657}.Por otro  lado, también ha sido 
demostrado que esta enzima participa en  la maduración de  los  tRNAs. Aunque E. coli 
posee  una  segunda  exorribonucleasa  fosforolítica  denominada  RNasa  PH,  que  es 
funcionalmente  homóloga  a  la  PNPasa  y  a  otras  exonucleasas  del  exosoma  de 
eucariotas, esta enzima no está implicada ni en la poliadenilación {Mohanty, 1999 #658} 
ni en la degradación de mRNA (B. Mohanty y S. R. Kushner datos no publicados). 
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4.1.2.1.2 RNasa II 
La RNasa II es un polipéptido de 80 kDa codificado por el gen rnb {Donovan, 1983 
#2}. Exiten similitudes entre  la RNasa  II y  la PNPasa en muchos aspectos {Nossal, 1968 
#742}  {Singer,  1965  #743}    {Gupta,  1977  #744}.  Presenta  un  dominio  S1  similar  a  la 
PNPasa  y    RNasa  E  {Bycroft,  1997  #664}.  Esta  enzima  posee  una  actividad 
exorribonucleasa 3’→5’    independiente de  la secuencia y  requiere  iones de K+ y Mg2+ 
para  realizar  su acción   catalítica a  la máxima eficiencia. A diferencia de  la PNPasa,  la 
RNasa  II  degrada  el  RNA  mediante  un  mecanismo  hidrolítco  {Chaney,  1972  #746} 
{Deutscher, 1991 #207}  y es más sensible a las estructuras secundarias del RNA {Nossal, 
1968 #742} {Gupta, 1977 #744} {McLaren, 1991 #745}. Se ha demostrado que  la RNasa 
II degrada moléculas de RNA desde  su  extremo  3’ hasta  encontrarse  con  estructuras 
secundarias tipo tallo‐lazo {Spickler, 2000 #335}. En este punto, la RNasa II se disocia y la 
molécula de RNA resultante dejará de ser sustrato para  la RNasa  II o PNPasa {Coburn, 
1996 #342}. 
   
4.1.2.1.3 RNasa R  
La  RNasa  R  de  E.  coli  es  codificada  por  el  locus  vac/rnr,  un  gen  que  fue 
originalmente demostrado estar implicado en virulencia {Cheng, 1998 #182}.   La RNasa 
R  tiene  propiedades  catalíticas  similares  a  la  RNasa  II  y  está  significativamente 
relacionada  con  la misma  a  nivel de  aminoácidos. Mutantes  doble  de  la  PNPasa  y  la 
RNasa  R  son  inviables  {Cheng,  1998  #182}.  La  pérdida  de  la  viabilidad  celular  en  los 
dobles  mutantes ha sido atribuida a un defecto en la degradación de rRNAs, los cuales 
se acumulan en la célula e interfieren con la maduración de los ribosomas {Cheng, 2003 
#167}. En contraste, el doble mutante   RNasa  II RNasa R muestra solamente pequeñas 
alteraciones  en  el  crecimiento  al  compararlo  con  cualquiera  de  los mutantes  sencillo 
(resultados no publicados).    
 
4.1.2.1.4 Oligorribonucleasa  
Ninguna  de  las  3’  exorribonucleasas  descritas  anteriormente  puede  degradar 
eficientemente  los  últimos  ribonucleótidos  de  una  cadena  de  RNA.  La 
oligorribonucleasa, codificada por el gen orn, es una 3’ exorribonucleasa específica de 
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oligorribonucleótidos pequeños {Niyogi, 1975 #665} {Zhang, 1998 #183}  e implicada en 
los  últimos  eventos  de  la  degradación  del  RNA  {Ghosh,  1999  #180}.  Por  tanto,  la 
oligorribonucleasa actúa  como una enzima  limpiadora de  los oligorribonucleótidos de 
tamaño pequeño generados por  las PNasa, RNasa  II o RNasa R. Además, experimentos 
in vitro  han demostrado la  capacidad de la oligorribonucleasa para degradar  pequeños 
oligonucleótidos de DNA {Mechold, 2006 #547}. 
Al ser  la oligorribonucleasa   una enzima esencial para  la viabilidad de E. coli,   el  
estudio de mutantes termosensibles es importante para analizar del papel fisiológico de 
esta enzima. En el análisis de un mutante termosensible de esta enzima se observó una 
acumulación  de  oligorribonucleótidos  de  entre  2  y  5  nucleótidos  de  longitud  a  la 
temperatura en la cual la oligorribonucleasa se inactiva {Ghosh, 1999 #180}. Su actividad 
también  puede  ser  inhibida  por  altos  niveles  intracelulares  de  3’  fosfoadenosina  5’ 
fosfato (pAp) que se acumulan en repuesta al estrés por litio {Mechold, 2006 #547}. La 
observación de que  la oligorribonucleasa es esencial para  la viabilidad de E. coli y que 
enzimas  relacionadas  han  sido  encontradas  en  otros  organismos  procariotas  y 
eucariotas,    sugieren  un  importante  papel  para  esta  familia  de  enzimas  en  el 
metabolismo del RNA. Actualmente, no se sabe exactamente por qué esta habilidad de 
la  oligorribonucleasa  para  degradar  oligonucleótidos  de  pequeño  tamaño  puede  ser 
esencial  para  E.  coli,  aunque  se  ha  sugerido  que  la  acumulación  de  pequeños 
oligorribonucleótidos  es deletérea, bien porque disminuye el pool de  ribonucleótidos 
libres o bien porque la acumulación de una alta concentración de oligorribonucleótidos 
inhibe la acción de otras enzimas importantes de E. coli {Ghosh, 1999 #180} {Deutscher, 
2006 #162}.  
4.1.2.2  Endorribonucleasas. 
Las endorribonucleasas son enzimas que cortan  internamente el RNA mediante 
la  hidrólisis  de  los  enlaces  fosfodiester,  generando  dos  fragmentos  de  RNA, 
denominados fragmento 5’, el cual conserva el extremo 5’ original del RNA cortado, y el 
fragmento  3’,  que  conserva  el  extremo  3’  original  (Fig.  1.11).  La  actividad  de  las 
endorribonucleasas es  similar  a  las enzimas de  restricción de DNA.  Sin embargo, una 
importante  diferencia  es  que  la  mayoría  de  las  endorribonucleasas  no  son 
necesariamente  específicas    de  secuencia.  Clásicos  ejemplos,  en  E.  coli,    de  enzimas 
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específicas de RNA de cadena sencilla y de RNA de cadena doble son  la   RNasa E y  la 
RNasa  III,  respectivamente.  Algunas  endorribonucleasas  reconocen  estructuras  más 
complejas  como  es  el  caso  de  la  RNasa  P,  implicada  en  el  procesamiento  del  tRNA.   
Endorribonucleasas  específicas  de  secuencia  incluye  la  endorribonucleasa  RegB  del 
bacteriófago T4, la cual tiene preferencias por las secuencias GAGG en la región de inicio 
de  la  transcripción  (TIR)  de  los  mRNAs,  y  las  endorribonucleasas  específicas  de 
secuencias  codificadas  por  ciertos  sistemas  toxina‐antitoxina,  que  reconocen    cortas 
secuencias de cadena sencilla (normalmente tan cortos como tripletes) dentro del RNA 
{Buts, 2005 #763} {Gerdes, 2005 #494} {Condon, 2006 #512} {Pellegrini, 2005 #519} 
 
4.1.2.2.1 RNasa Z. 
El  gen  elaC de  E.  coli  codifica para una proteína perteneciente  a  la  familia de 
proteínas  altamente  conservada  denominada  ELAC1/2,  representada  en  procariotas, 
eucariotas  y  arquea  {Tavtigian,  2001  #672}  {Schiffer,  2002  #673}.  En  Arabidopsis 
thaliana,  Bacillus  subtilis,  Haloferax  volcanii  y  Drosophila  melanogaster  existen 
miembros  de  la  familia  de  ELAC1/2,  que  codifican  para  una  endorribonucleasa, 
designada RNasa Z, implicada en el procesamiento de precursores de tRNA que carecen 
del extremo 3’ CCA {Schierling, 2002 #674} {Schiffer, 2002 #673} {Pellegrini, 2003 #522} 
{Dubrovsky, 2004 #675}.   Sin embargo, no es activa frente a  los tRNAs, cuya secuencia 
genómica  posee  la secuencia CCA en el extremo 3’ {Pellegrini, 2003 #522}. La RNasa Z 
corta los precursores de tRNA carentes del extremo 3’ CCA  generando sustratos para la 
tRNA nucleotidil transferasa, la cual  adiciona el triplete CCA al extremo 3’ para producir 
moléculas de tRNA maduro {Schiffer, 2002 #673}. Además,  recientes experimentos han 
demostrado que la proteína codificada por el gen elaC de E. coli es una fosfodiesterasa 
dependiente de Zn++ in vitro {Vogel, 2002 #676} {Schilling, 2005 #677}. 
En  Bacillus  subtillus  el  50%  de  sus  genes  tRNAs  no  poseen  CCA  y  ha  sido 
demostrado que  la RNasa Z   es esencial para  la maduración de estos tRNAs {Pellegrini, 
2003 #522}. Por  tanto, en un principio  se  sugirió que el gen elaC   podría  ser esencial 
para E. coli y estar implicado en la maduración  de los extremo 3’ de los tRNAs {Schiffer, 
2002 #673}. Sin embargo, a diferencia de Bacillus subtillis, todos los genes de tRNAs de 
E. coli codifican pre‐tRNAs conteniendo el trinucleótido CCA en el extremo 3’ {Blattner, 
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1997 #679}    lo cual hace  innecesaria  la acción de  la RNasa Z en  la maduración de  los 
tRNAs. 
Para ayudar a determinar cuál era la función biológica de la RNasa Z en E. coli, se 
analizó la deleción del gen elaC en E. coli. Sorprendentemente, este mutante era viable 
y no mostraba  ningún cambio en cuanto a las propiedades de crecimiento con respecto 
a la cepa salvaje {Schilling, 2004 #678}. El análisis de una  serie de cepas isogénicas de E. 
coli portando mutaciones en el gen  rne y elaC proporcionó  interesantes  resultados:  la 
RNasa Z de E. coli es funcional, no está implicada en el procesamiento de los precursores 
de los tRNAs, pero sí en la degradación de mRNAs en E. coli. En crecimiento equilibrado, 
los niveles de más de 150  transcritos,  incluyendo  rpsT,  cpsE, htpG, glpQ  y adhE  {Ow, 
2003 #27}, se encuentran  incrementados en un mutante de E. coli delecionado para el 
gen de  la RNasa Z. Esta nueva  función   de  la RNasa Z podría  ser de particular  interés 
debido   a que muchas bacterias Gram positivas  tales como B. subtillis, Staphylococcus 
aureus y Streptococcus   pnuemoniae no  contienen RNasa E o RNasa G  {Perwez, 2006 
#28}. 
4.1.2.2.2 RNasa III 
La RNasa  III  fue descubierta como una enzima que corta RNA de cadena doble 
{Robertson,  1967  #474}.  Esta  endorribonucleasa  es  un  homodímero  constituido  por 
subunidades idénticas de 25.5 kDa, codificadas por el gen rnc  {Robertson, 1975 #472}. 
Posteriormente fue demostrado que  la RNasa III estaba  implicada en el procesamiento 
del precursor 30S rRNA  para generar las especies  16S y 23S rRNA {Dunn, 1973 #478}. In 
vivo  la enzima reconoce estructuras secundarias tipo tallo‐lazo y corta en una o ambas 
cadenas del tallo del RNA. Aunque su principal papel fisiológico parece estar relacionado 
con  el  procesamiento  de  los  precursores  de  rRNA,  la  RNasa  III  puede  iniciar  la 
degradación  de  una  serie  de mRNAs  incluyendo  el  transcrito  de  la  PNPasa,  el  cual 
contiene  una  estructura  tipo  tallo‐lazo  en  el  extremo  5’  {Portier,  1987  #682}.  Otros 
sustratos de la RNasa III son la regiones intercistrónicas o intergénicas de los transcritos  
rplL‐rpoB {Barry, 1980 #681}, rpsO‐pnp {Portier, 1987 #682} {Takata, 1987 #683}, dicA‐
dicF‐dicB  {Faubladier,  1990  #684}  y metY‐nusA  {Regnier,  1989  #685}.  En  general,  la 
mayoría de los sitios de corte de la RNasa III están localizado corriente abajo o arriba  de 
la región codificante. Además, ha sido demostrada  la unión de  la RNasa  III a  la 5’‐UTR 
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del  transcrito cIII del  fago λ. Esta   unión altera  la conformación del mRNA y alivia por 
otro  lado  la  estructura  inhibitoria  de  la  traducción  {Oppenheim,  1993  #687}  {Altuvia, 
1987  #688}.  Por  tanto,  la  RNasa  III  está  implicada  en  al  menos  dos  mecanismos 
reguladores  postranscripcionales,  los  cuales  son  facilitados  por  su  unión  al  RNA  y/o 
degradación del RNA.   
 En  E.  coli,  la  deleción  del  gen  rnc  sólo  provoca  una  reducción  de  la  tasa  de 
crecimiento {Babitzke, 1993 #5} {Takiff, 1989 #686}. En  la cepa defectiva para  la RNasa 
III,  se  sigue  generando  rRNA  maduro  indicando  la  existencia  de  una  ruta  de 
procesamiento  del  rRNA  independiente  de  la  RNasa  III.  En  contraste,  la  RNasa  III  es 
esencial para la viabilidad de B. subtilis {Herskovitz, 2000 #680}. 
 
4.1.2.2.3 RNasa G 
E.  coli  contiene una paráloga de  la RNasa E denominada, endorribonucleasa G 
(RNasa G) {McDowall, 1993 #264} {McDowall, 1996 #260} {Taraseviciene, 1995 #667}. La 
RNasa  G  fue  originalmente  identificada  como  una  proteína  (CafA)  implicada  en  la 
formación  del    filamento  axial  citoplasmático  {Okada,  1994  #279}.  Inicialmente  fue 
observado que la sobreproducción de la proteína CafA provocaba cambios morfológicos 
caracterizados por  la  formación de cadenas de células anucleadas  conteniendo  largos 
filamentos axiales en su interior {Okada, 1994 #279}. El gen cafA (ahora llamado rng) se 
encuentra  localizado  corriente  abajo  de  los  genes  mreB,  mreC  y  mreD,  todos  ellos 
implicados  en  la  determinación  de  la  forma  celular.  Posteriormente  se  observó  una 
considerable similitud  (34.1 %) entre  las secuencias de  la proteína CafA y  los primeros 
488 aminoácidos del extremo N‐terminal de la RNasa E {Wachi, 1997 #278} {McDowall, 
1993 #264}. Estudios  realizados por Li   y colaboradores  {Li, 1999 #179} y por Wachi y 
colaboradores  {Wachi, 1999 #277} demostraron que  la   proteína CafA, ahora  llamada 
RNasa G, es en efecto una endorribonucleasa al igual que la RNasa E. 
La RNasa G purificada tiene similares propiedades catalíticas in vitro a la RNasa E, 
ambas  son  extremo  5´  dependiente,  ya  que muestran  una  preferencia  por  aquellos 
sustratos  de  RNA  5´ monofosforilados    sobre  aquellos  5´  trifosforilados  {Tock,  2000 
#257} {Mackie, 1998 #338} {Mackie, 2000 #334} {Jiang, 2000 #41}. La RNasa G in vitro es 
capaz de cortar dos sustratos de  la RNasa E (RNA  I y el extremo 5´ de  la región 5’‐UTR 
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del transcrito ompA), pero en sitios diferentes a aquellos que reconoce la RNasa E {Tock, 
2000 #257}. Al  igual que  la RNasa E,  la RNasa G está  implicada en  la maduración del 
extremo  5´  del  16S  rRNA  {Wachi,  1999  #277}.  La  RNasa G  cataliza  la  conversión  del 
precursor rRNA 16.3S en rRNA16S, aunque esta reacción también puede ser catalizada 
por  la  RNasa  E,  pero  con  menos  eficiencia  {Wachi,  1999  #277}.  Todos  estos  datos  
experimentales  sugieren  que  la  RNasa  E  y    la  RNasa  G  poseen  similares,  pero  no 
idénticas, secuencias de reconocimiento y que ellas pueden reconocen  la secuencia de 
su  paráloga  menos  eficientemente.  Sin  embargo,  y  a  diferencia  de  la  RNasa  E,  la 
inactivación de la RNasa G no provoca ninguna alteración fenotípica importante {Okada, 
1994 #279} {Wachi, 1997 #278} y no es esencial para la viabilidad de E. coli. 
Análisis  del  transcriptoma  de  E.  coli  utilizando  la  tecnología  microarrays  ha 
revelado que  la  inactivación de  la RNasa G provoca un  incremento de  los niveles de al 
menos 11 mRNAs {Lee, 2002 #64}. En contraste, la inactivación de la RNasa E afecta  a la 
mayoría de  los transcritos en E. coli (Ow y   Kushner, resultados sin publicar). En cepas 
deficientes de  la RNasa G, se observa una mayor estabilidad de  los mRNAs de adhE y 
eno;  además,  los  productos  proteícos  de  estos  transcritos,  alcohol  deshidrogenasa  y  
enolasa,  respectivamente,  se  acumulan  en  el mutante  {Kaga,  2002  #271}  {Umitsuki, 
2001  #275}.  La  degradación  normal  de  los   mRNAs  de  adhE  y  eno  por  la  RNasa  G 
requiere de la estimulación proporcionada por la interacción con un grupo monofosfato 
en  el  extremo  5’  de  los  respectivos  mRNAs.  Consistente  con  esta  observación,  los 
transcritos  de  adhE  y  eno  acumulados  en  la  ausencia  de  la  RNasa  G  presentan  un 
extremo 5’ monofosforilado (Kime y McDowall, datos sin publicar). El origen del grupo 5’ 
monofosforilados del mRNA del adhE es un corte por la RNasa III en la región 5’ UTR del 
transcrito naciente {Aristarkhov, 1996 #44}, mientras para eno, parece ser un corte de la 
RNasa E dentro de  la región  intercistrónica compartida con el cistrón pyrC {Kime, 2008 
#247}. La acción endorribonucleolítica de  la RNasa G sobre especies  intermediarias de 
RNA  generadas  por  la  acción  de  la  RNasa  E  también  han  sido  observadas  para  el 
transcrito rnr {Cairrao, 2006 #668} el cual codifica para la RNasa R {Vincent, 2006 #161} 
{Chen, 2005 #163}. Por  tanto, ha  sido  sugerido que  la RNasa G  actúa principalmente 
sobre  especies  intermediarias  de  RNA  generadas  por  otras  endorribonucleasas  {Lee, 
2002 #64}.  
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 Una tercera parte de todos los mRNAs identificados como sustratos de la RNasa 
G {Lee, 2002 #64}, presentan una mayor estabilidad cuando se produce  la inactivación 
del  gen  que  codifica  para  la  RppH  pirofosfohidrolasa  {Deana,  2008  #33}.  Una 
característica  común  de  todos  estos  genes  cuya  estabilidad  aumenta,  es  que  están 
localizados  justo  corriente  abajo  del  extremo  5’  del  transcrito  primario  policistrónico 
{Gama‐Castro, 2008 #670}. Este efecto parece indicar que la generación de los extremos 
5’ monofosfato por  la RppH pirofosfohidrolasa estimula  la acción de  la RNasa G sobre 
los transcritos nacientes. No se sabe exactamente la posición en la cual la RNasa G corta 
ninguno de sus mRNAs sustratos. Sin embargo, si se sabe que  la fusión de  la región 5’‐
UTR del mRNA de adhE con el mRNA de lacZ resulta en la degradación dependiente de 
la RNasa G de dicho transcrito quimérico {Umitsuki, 2001 #275}. 
De todos los genes cuyos mRNA aumentan sus niveles como consecuencia de la 
inactividad de la RNasa G, muchos de ellos están asociados a proteínas implicadas en el 
metabolismo  de  la  glucosa  (adhE,  pgi,  glk,  nagB,  acs,  eno,  tpiA)  {Lee,  2002  #64}. 
Además,  se  ha  observado  en  mutantes  de  la  RNasa  G  incrementos  de  los  niveles 
normales de ácido pirúvico {Sakai, 2007 #266}. Estos resultados proponen a la RNasa G, 
como  un  regulador  del  metabolismo  central.  La  incorporación  de  la  enolasa  en  el 
degradosoma  {Py,  1996  #483}  {Miczak,  1996  #361}  y  el  descubrimiento  del 
requerimiento  de  esta    para    la  normal  degradación  del  mRNA  que  codifica  el 
transportador de glucosa en  respuesta a estrés de  fosfoazúcares  {Morita, 2004 #671}, 
sugieren una íntima conexión entre la degradación del RNA y el metabolismo central.    
Actualmente  existe  un  enorme  conflicto  en  relación  a  los  distintos  resultados 
obtenidos  por  diversos  grupos  en  cuanto  a  la  capacidad  de  la  RNasa  G  para 
complementar  mutantes  de  la  RNasa  E  {Lee,  2002  #64}  {Ow,  2003  #27}.  Análisis 
genético ha demostrado que  la RNasa G es capaz de sustituir el papel  funcional de  la 
RNasa  E  en  el  procesamiento  del  9S  rRNA  y  en  la  degradación  de  una  variedad  de 
mRNAs,  pero  no  puede  suplirla  en  el  procesamiento  del  tRNA  {Ow,  2003  #27}. 
Interesantemente, mientras  la sobreproducción de  la forma nativa de  la RNasa G en el  
mutante termo sensible rne‐1 no complementa la inviabilidad asociada con este alelo, la 
degradación  de  específicos  mRNAs  y  el  procesamiento  del  9S  rRNA  mejoran 
significativamente.  En  contraste,  el  procesamiento  de  los  tRNAs  y  del M1  RNA  de  la 
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RNasa P, no sufren ningún tipo de alteración. Por tanto,  la  incapacidad   de  la RNasa G 
para complementar  la mutación del alelo  rne,  incluso cuando se sobreexpresa, podría 
deberse a la incapacidad de la RNasa G para sustituir la RNasa E en la maduración de los 
tRNAs {Ow, 2003 #27}. Además, la mitad N‐terminal endorribonucleolítica de la RNasa E 
está conservada evolutivamente en Synechocystis sp. y otras bacterias, pero no la mitad 
C‐terminal,  la  cual  es  responsable  del  ensamblaje  del  degradosoma  {Kaberdin,  1998 
#360}. Teniendo en cuenta todas estas observaciones, podemos considerar a la RNasa G 
como un prototipo de endorribonucleasa a partir de la cual la RNasa E ha evolucionado 
por adquisición de su dominio C‐terminal para realizar funciones más especializadas.  
 
4.1.2.2.4 RNasa E 
En  1978  Apirion  y  Lassar,  aíslan  y  analizan  un  mutante  termosensible 
denominado  rne‐3071  {Apirion,  1978  #152}.  El  análisis  de  este  mutante  reveló  un 
defecto  en  el  procesamiento  normal  del  5S  rRNA  a  la  temperatura  no  permisiva, 
sugiriendo  la existencia de una nueva actividad    ribonucleasa en E. coli,   denominada 
originalmente  ribonucleasa E  (RNasa E) y  relacionada  con el procesamiento del  rRNA. 
Por  tanto,    el  mutante  termosensible  rne‐3071  mostraba  una  actividad  RNasa  E 
termolábil  {Ghora,  1978  #492}.  Un  año  más  tarde,  Misra  y  Apirion,    purifican  por 
primera vez la RNasa E, y  la describen como una enzima implicada  en el procesamiento 
del precursor 9S rRNA para dar lugar a la  forma inmadura del 5S rRNA, p5S {Misra, 1979 
#149}. Posteriormente, se observó en este mismo mutante una reducción de la tasa de 
degradación de muchos mRNAs  in vivo  {Mudd, 1990 #486}  {Taraseviciene, 1991 #366}  
Independientemente, Ono y Kuwano en 1979,  identifican otro mutante termosensible, 
denominado  ams‐1  (estabilidad  alterada  del  mRNA),  el  cual  presentaba  una 
acumulación de fragmentos de mRNAs parcialmente degradados {Ono, 1979 #764} y un 
incremento general de la vida media de los mRNAs celulares {Arraiano, 1988 #31}. Años 
más  tarde se demostró que el alelo ams‐1 codificaba para una proteína con actividad 
endorribonucleasa  {Mackie,  1991  #349}.  Más  o  menos  simultáneamente,  diversos 
laboratorios  interesados  en  el  estudio  de  la  degradación  de  mRNA  en  E.  coli, 
demostraron que ambos  loci, asm‐1 y  rne‐3701, eran en  realidad dos alelos mutantes 
del  mismo  locus,  denominado  rne  {Babitzke,  1991  #3}  {Mudd,  1990  #486} 
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{Taraseviciene,  1991  #366}  {Melefors,  1991  #768}.  Cada  uno  de  estos  dos  alelos 
mutantes codificaba una variante de  la RNasa E con  la substitución de un aminoácido 
que provocaba  la inactivación de la enzima a altas temperaturas {McDowall, 1993 #264} 
{Cormack, 1993 #346}. 
Las  primeras  evidencias  de  que  la  RNasa  E  pudiera  estar  implicada  en  la 
degradación  del mRNA  fueron  obtenidas mediante  estudios  con  el    bacteriófago  T4. 
Usando el mutante  termosensible    rne‐3071,  fue demostrado que  la RNasa E  tenía un 
importante  papel  en  el  procesamiento  y  degradación  de  los mRNA  de  bacteriófagos. 
Análisis posteriores con específicos mRNAs confirmaron la importancia de la RNasa E de 
E. coli y sugirieron que un corte endonucleolítico por la RNasa E es a menudo el evento 
inicial de la degradación de mRNA en E. coli.  
El gen  rne codifica para una endorribonucleasa de 1061 aminoácidos{Cormack, 
1993 #346} {Taraseviciene, 1994 #765}. En comparación con otras proteínas codificadas 
por el genoma de E. coli,  la RNasa E (número de acceso P21513) es comparativamente 
grande.  Basado en su secuencia y en el análisis de los sitios de inicio de la transcripción, 
el gen rne parece dar  lugar a un mRNA monocistrónico. El promotor y el sitio de  inicio 
de la transcripción están localizados a una distancia de 361 nucleótidos corriente arriba 
del  codón  de  iniciación  {Claverie‐Martin,  1991  #722}.  La  extensa  región  5’UTR  del 
transcrito  rne  contiene  sitios  de  corte    de  la  RNasa  E  para  llevar  a  cabo  la 
autorregulación  dependiente  de la propia RNasa E {Mudd, 1993 #723} {Jain, 1995 #46}. 
El  codón  stop  en  la  secuencia  de  DNA  es  seguido  de  una  repetición  invertida 
interrumpida   y seis residuos de T en  la hebra codificante característica del terminador 
transcripcional ρ‐independiente. La longitud del transcrito  rne es de 3590 bases {Mudd, 
1993  #723}.  Aunque  corta  los  mRNAs  internamente,    la  RNasa  E  es  una 
endorribonucleasa  5’  dependiente.  Su  actividad  catalítica  es  estimulada 
significativamente  por  su  unión    al  extremo  5’  de  las moléculas  de RNA. Requiere  al 
menos  cuatro  nucleótidos  desapareados  en  el  extremo  5’  del  RNA  para  unirse 
eficientemente  y  tiene  una  significante  preferencia  por  los  extremos  5’ 
monofosforilados  sobre  los  5’  trifosfatos  de  los  transcritos  primarios  {Spickler,  2001 
#333} {Tock, 2000 #257}.  
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4.1.2.2.4.1 Organización del dominio funcional catalítico de la RNasa E. 
   La  estructura  cristalina  del  dominio  catalítico  de  la  RNasa  E  {Callaghan,  2005 
#250}, correspondiente a  los residuos 1‐529, es mostrada en  la figura 1.13. El dominio 
catalítico puede ser dividido en subdominios  individuales que presentan plegamientos 
globulares similares a  los de  la RNasa H, DNasa  I y al dominio de unión de  la proteína 
ribosomal RNA  S1  {Bycroft,  1997  #664}.  El  dominio  S1  fue  identificado  a  partir  de  la 
similitud  de  secuencia  con  otros  miembros  de  la  familia.  Es  de  destacar  que  un 
plegamiento  similar  al  S1  es  encontrado  en  la  PNPasa  {Symmons,  2000  #766}.  En 
contraste, los subdominios RNasa  H y DNasa I poseen una alta divergencia de secuencia 
con  otros miembros  de  sus  respectivas  familias  estructurales  y  sus  plegamientos  no 
fueron   predichos   hasta  la determinación de  la estructura cristalina. Otro subdominio, 
denominado   sensor 5’ por su papel en el  reconocimiento del extremo 5’ de  los RNA, 
presenta una mezcla de pliegues α y β los cuales forman, en la RNasa E, una estructura 
unitaria con el dominio S1. El dominio S1 y el    sensor 5’  se mueven  juntos como una 
unidad para acomodar el  sustrato. El último dominio, denominado dominio pequeño, 
forma las interfaces protomero‐protomero.  
 
4.1.2.2.4.2 Dominio C‐terminal  
La región C‐terminal o región no catalítica de la RNasa E, comprende los últimos 
550 aminoácidos de la proteína y la predicción bioinformática de la estructura de todas 
las  proteínas del genoma de E. coli, ha establecido que la región C‐terminal de la RNasa 
E  es  una  de  la  regiones  no  estructurada  de mayor  longitud  en  E.  coli.  Comparables 
regiones no catalíticas son conservadas en casi todas  las homólogas en Proteobacteria 
{Marcaida, 2006 #286}. Por tanto,  la conservación de  la secuencia,  la transcripción y  la 
traducción de esta  larga región deben de representar una carga en procariotas, por  lo 
que es probable que tenga algún papel beneficioso para que haya sido mantenida en la 
evolución. Esta región proporciona los principales sitios de interacción proteína‐proteína 
del  degradosoma  {Vanzo,  1998  #480}  {Kaberdin,  1998  #360},  funcionando  como  una 
región de andamiaje. Mediante dicroísmo circular y análisis de la estructura cristalina de 
la  región  no  catalítica  recombinante  aislada,  ha  sido  corroborado  que  esta  región 
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presenta  en  general  una  conformación  extendida  con  escasa  estructura  secundaria 
{Callaghan,  2004  #289}.  Es  posible  que  la  región  no‐catalítica  adquiera  estructura 
secundaria o una conformación compacta después de asociarse con otros componentes 
del degradosoma. 
 
 
Figura  1.13.  Estructural  composición  del  dominio  catalítico  de  la  RNase  E.  (a)  Representación  lineal  de  los 
subdominios. (a) Representación del protomero de la RNasa  y (c) representación de sus  subdominios. 
 
La  región  no  catalítica  está  interrumpida  por  varios  segmentos  pequeños  de 
secuencias  conservadas  entre  las  Enterobacteria.  Cinco  segmentos  han  sido 
identificados  y  la  predicción  de  la  estructura  de  dichas  secuencias  ha  propuesto  la 
posibilidad de  formar estructuras  secundarias  {Callaghan, 2004 #289}. El  segmento de 
anclaje  a  la membrana  está  compuesto  por  varias  α‐hélices  anfipáticas  que  pueden 
asociarse  con  la  membrana  y  localizar  el  degradosoma  en  la  membrana  interna 
citoplasmática  {Khemici,  2008  #283}.  El  siguiente,  el  segmento  de  espiral  enrollada  
puede  unirse  al  RNA,    pero  no  está  plegado  de  forma  estable  cuando  es  aislado. 
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Corriente abajo de este segmento   existe un segmento conservado de 69 aminoácidos 
que  forma  el  sitio  de  interacción  con  la  RNA  helicasa  RhlB  {Chandran,  2007  #285} 
{Worrall, 2008 #767}. El segmento de  interacción a  la enolasa comprende  los residuos 
839‐850  {Chandran,  2006  #742}   mientras  que  el  último  segmento,  el  segmento  de 
interacción con la PNPasa, comprende los residuos 1021‐1061 {Callaghan, 2004 #289}. 
 
4.1.2.2.4.3 Degradosoma. 
Varias  evidencias  experimentales han puesto de manifiesto que  la RNasa  E  se 
encuentra  en  la  célula  formando  parte  de  un  complejo multienzimático  denominado 
degradosoma  {Carpousis,  2007  #284}  {Py,  1996  #483}  {Miczak,  1996  #361}.    Este 
complejo multiproteíco  fue descubierto en el año 1994 en dos  laboratorios diferentes 
trabajando en  la purificación y caracterización de  la RNasa E, y en  la  identificación de 
factores que afectan la actividad de la PNPasa {Ehretsmann, 1992 #305}{Carpousis, 1994 
#303}  {Py,  1994  #743}.  Los  principales  componentes  del  degradosoma  son:  RNasa  E, 
PNPasa, RNA helicasa RhlB y la enzima glicolítica enolasa {Py, 1996 #483} {Miczak, 1996 
#361}.  Esta  física  interacción  sugiere  que  la  RNasa  E,  PNPasa  y  la  RNA  helicasa  RhlB 
cooperan en la degradación del mRNA. Con el descubrimiento del degradosoma muchos 
investigadores asumieron que este complejo era el responsable de la degradación de la 
mayor parte de los mRNAs {Barlow, 1998 #768} {Rauhut, 1999 #769}. Esta hipótesis fue 
apoyada por experimentos in vitro, que demostraban la degradación del transcrito rpsT 
en  un modo  comparable  al  observado  in  vivo  {Coburn,  1998  #339}.  Además,    varios 
trabajos sugieren que la composición del degradosoma puede variar dependiendo de las 
condiciones de stress  {Khemici, 2004 #290}  {Prud'homme‐Genereux, 2004 #328}  {Gao, 
2006 #56} {Morita, 2005 #741}  
Una  importante cuestión sobre el degradosoma es saber si existe  in vivo y si es 
esencial  o  no  para  la  degradación.  Un  trabajo  empleando  técnicas  de 
inmunolocalización ha sugerido que el degradosoma existe in vivo y está localizado en la 
membrana interna {Liou, 2001 #68}. Sin embargo, ya que E. coli es demasiado pequeña, 
las  técnicas  de  inmunolocalización  no  pueden  demostrar  inequívocamente  que  estas 
cuatro proteínas colocalizan dentro de  la célula. Experimentos utilizando una  serie de 
diferentes mutantes  truncados de  la RNasa E, que producían RNasa E  truncada en  su 
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extremo  C‐terminal,  eran  defectivos  en  el  ensamblamiento  del  degradosma.  Fue 
demostrado que  la vida media de diversos mRNAs diferentes no era significativamente 
afectada  en  la  ausencia  del  ensamblaje  del  degradosoma  {Ow,  2000  #4}.    Por  tanto, 
parece que la incapacidad para ensamblar el degradosoma en E. coli no es esencial para 
la  degradación  del  mRNA  en  condiciones  normales.    Otro  dato  relacionado  con  el 
significado biológico del degradosoma  fue  la  inicial observación de  la no existencia de 
dicho  complejo  en  un  largo  número  de  bacterias.  En  particular,  Kaberdin  y 
colaboradores  {Kaberdin,  1998  #360}  demostraron    en  una  variedad  de  bacterias, 
incluyendo  Haemophilus  influenzae,  Synechocystis  sp.,  Porphyra  purpurea  y 
Mycobacterium tuberculosis, que todas ellas poseen proteínas homólogas a la RNasa E. 
Sin embargo, en estas bacterias  la similitudes fueron limitadas solamente a los primeros 
500  aminoácidos  del  extremo  N‐terminal  de  la  RNasa  E,    es  decir,  la  porción  que 
contiene la región catalítica, mientras que carecen de la región C‐terminal de la RNasa E 
de E.  coli, necesaria para el ensamblaje del degradosoma. De hecho,  las proteínas de 
Synechocystis  sp.y Porphyra purpureas  son menores de 700 aminoácidos de  longitud. 
Aunque  estas  conclusiones  estaban  basadas  en  un  número  limitado  de  genomas 
bacterianos, ahora que ya conocemos el genoma de más de 160 bacterias, una  ligera 
diferencia  sobre  esta  historia  ha  emergido.  La  original  observación  de  que  la  más 
importante homología de secuencia existe en  la porción N‐terminal de varias RNasa E 
homólogas es todavía correcta. En efecto, proteínas con una  identidad superior al 50% 
sobre  los  500  primeros  aminoácidos    varían  en  longitud   desde  1221  (Yersina pestis) 
hasta   642  (Burkholderia  fungorum) aminoácidos. Por otro  lado, búsquedas de BLAST 
usando los aminoácidos comprendidos entre el 734 hasta el 1061 (región de andamiaje 
del degradosoma) de la RNasa E de E. coli poseen escasa homología. A parte de ciertas 
especies de Shigella y Salmonella, las cuales muestran extensa homología, los siguientes 
mejores  alineamientos  (Vibrio,  Pasteurella  y  Haemophilus) muestran  identidades  de 
secuencias  de  aminoácidos  inferiores  al  30%.  Por  tanto,  la  región  de  andamiaje  del 
degradosoma,  basada  en  la  secuencia  de  aminoácidos  de  E.  coli,  no  es  altamente 
conservada. El degradosoma solamente ha sido caracterizado en unos pocos miembros 
de  Proteobacteria  y  los  resultados  sugieren  que  su  composición  es  variable. 
Rhodobacter  capsulatus  (α‐Proteobacteria)  tiene  un  complejo  formado  por  RNasa  E, 
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RNasa  R  y  dos  proteínas  con  cajas  DEAD;  Pseudomonas  syringae  (  γ‐Proteobacteria) 
tiene un  complejo  formado por RNasa E, una proteína  con    caja DEAD  y el  factor de 
transcripción  Rho  {Jager,  2001  #770}  {Purusharth,  2005  #771}.    Esta  plasticidad  en 
composición está relacionada con la variabilidad de la secuencia del dominio C‐terminal 
de la RNasa E. Por tanto, parece que la región de anclaje para otras proteínas presente 
en la RNasa E de E. coli, está ausente en la mayoría de los organismos y si está presente 
debe de tener una secuencia primaria significativamente diferente.  
4.1.2.2.4.4 Efecto del extremo 5’ de los RNA en la actividad de la RNasa E.  
La  RNasa  E  tiene  una  excepcional  especificidad  por  el  sustrato  para  ser  una 
endorribonucleasa,  ya  que  preferentemente  corta  RNAs  con  varios  nucleótidos 
desapareados en el extremo 5’.   Estudios bioquímicos han demostrado que el extremo 
5’ del RNA sustrato tiene un fuerte efecto en la actividad nucleasa de la RNasa E y RNasa 
G  {Mackie, 1998 #338}  {Tock, 2000 #257}  {Jiang, 2000 #41}  {Spickler, 2001 #333}.  En 
diferentes líneas de investigación, se observó que el corte realizado por la RNasa E sobre 
sus  sustratos  naturales,  tales  como  el mRNA  de  rpsT,  es  potenciado  in  vitro  por  la 
presencia de un extremo 5’ monofosfato.   Sustratos con  la misma secuencia, pero con 
un grupo hidroxilo o trifosfato en el extremo 5’ del transcrito fueron cortados de forma 
menos eficiente  {Feng, 2002 #62}  {Jiang, 2004 #35}  {Mackie, 1998 #338}  {Walsh, 2001 
#255}.  Adicionalmente,  fue  demostrado  que  la  hibridación  de  un  oligonucleótido  de 
DNA complementario al extremo 5’ inhibía la actividad de la RNasa E incluso aunque el 
extremo 5’  fuera monofosforilado. Esto  indica que el extremo 5’ en  forma de cadena 
sencilla de  los sustratos de RNA de  la RNasa E, es un requisito para el reconocimiento 
del grupo 5’ monofosfato {Mackie, 1998 #338}.  La importancia del acceso del extremo 
5’ in vivo fue demostrada por el sustancial incremento de estabilidad conferido al mRNA 
de rpsT cuando este es circularizado {Mackie, 1998 #338} {Mackie, 2000 #334}. En estos 
experimentos,  la única diferencia entre  el  sustrato  linear  y  circular era  el  extremo  5’ 
trifosfato y 3’ hidroxilo (en el sustrato linear) contra el enlace covalente del extremo 5’ 
con el  3’ por un enlace fosfodiester (en el sustrato circular).   
Estudios de estructura  cristalina mediante  rayos X del dominio  catalítico de  la 
RNasa E de E. coli asociado a un oligoribonucleotido sustrato ha confirmado la existencia 
de un bolsillo que se une al grupo 5’ monofosfato. Los  residuos que contactan con el 
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grupo 5’ monofosfato están conservados en  la RNasa G de E. coli   y otras homólogas 
{Callaghan, 2005 #250}. Hasta ahora todas las endorribonucleasas homólogas a la RNasa 
E  que  han  sido  testadas  son  capaces  de  estimularse  por  la  presencia  de  un  5’ 
monofosfato en el RNA sustrato  {Jiang, 2004 #35}  {Zeller, 2007 #357}  {Kaberdin, 2005 
#691}  {Tock,  2000  #257}.  El  reciente  descubrimiento  de  una  nueva  enzima  en  E.  coli 
denominada  RppH,  con  actividad  RNA  5’‐pirofosfatasa,  capaz  de  cortar  el  enlace 
fosfoanhídrido α‐β y convertir el grupo  trifosfato de  los extremos 5’ de  los mRNAs en 
monofosfato  {Deana,  2008  #33}  {Celesnik,  2007  #34} mediante  un  proceso  similar  al 
decapping en los mRNAs de eucariotas, hace posible pensar en la conversión in vivo de 
los extremos 5’ trifosfato de los mRNAs en monofosfato. Estructuras tipo tallo‐lazo en el 
extremo  5’  del  RNA  impiden  el  acceso  de  la  RppH,  lo  cual    reduce  la  eficiencia  de 
conversión de  los extremos 5’  trifosfato en monofosfato  {Deana, 2008 #33}  {Celesnik, 
2007 #34} y estéricamente bloquean  la  interacción entre el extremo 5’ del RNA con el 
bolsillo de unión al  5’ monofosfato de la RNasa E {Callaghan, 2005 #250}. Esto explicaría 
por  qué  ciertos mRNAs  tales  como  el  ompA  con  una  estructura  tipo  tallo  lazo  en  la 
región 5’‐UTR pueden ser más estables  in vivo {Emory, 1992 #692} {Bouvet, 1992 #48}. 
Por ello,  se ha  sugerido que el estado de  fosforilación  y  la estructura del extremo 5’ 
definen  la  sensibilidad  a  la  degradación  del  mRNA  en  bacterias  {Schoenberg,  2007 
#690}.  
 
4.1.2.2.4.5 Activación catalítica:  
La  estructura cristalina  del dominio catalítico de la RNasa E, unido a un sustrato 
de  RNA  con  un  grupo monofosfofato  en  el  extremo  5’  revela  que  el  extremo  5’  del 
sustrato está unido a un bolsillo dentro de un subdominio 5’ sensor, que comprende los 
aminoácidos  118‐215.  El  grupo  5’  monofosfato  encaja  en  un  anillo  semicircular 
mediante  interacciones de puentes de hidrógeno con el grupo OH y la amida del T170 y 
el grupo guanidino de R169 (Fig. 1.14). Está claro que un sustrato con un grupo 5’‐OH no 
puede  formar  este  tipo  de  interacciones mientras  que  un  grupo  trifosfato  puede  ser 
estéricamente ocluido del sitio de unión al extremo 5’. La substitución de  los residuos 
que contactan con el grupo fosfato resulta en una reducción de la tasa de corte de  un 
sustrato con 5’ monofosfato similar a  la que ocurre con un sustrato 5’‐OH  {Callaghan, 
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2005  #250}.  Mientras  que  los  datos  cristalográficos  explican  el  reconocimiento  del 
extremo 5’, ellos no explican cómo  la catálisis es estimulada por el reconocimiento del 
grupo monofosfato terminal del extremo 5’.  
 
 
Figura  1.14  Interacción del  grupo  5’  fosfato  con  el  subdominio  5’  sensor.  El  grupo  5’ monofosfato  (violeta)    del 
extremo  de  un  RNA  sustrato  (verde)  encaja  en  un  anillo  semicircular  en  el  5’sensor mediante  interacciones  de 
puentes de hidrógeno con el grupo OH y la amida del T170 y el grupo guanidino de R169 
 
 
Ha sido propuesto que el encaje del grupo monofosfato en el bolsillo de unión 
dispara un cambio conformacional que voltea el dominio S1 hacia abajo colocando el 
RNA en el centro activo. Este cambio estructural genera una hendidura para la unión del 
RNA de cadena sencilla, organiza el sitio catalítico y expone  los enlaces fosfodiester en 
una geometría óptima que favorecen el corte. Mientras  los datos estructurales apoyan 
la hipótesis del cambio de activación, hasta ahora no sabemos cómo los extremos 5’ de 
los sustratos de RNA provocan este cambio conformacional y cómo este reconocimiento 
estimula el poder catalítico   de  la enzima. Datos bioquímicos  indican que  la unión del 
grupo 5’ monofosfato al bolsillo de unión por sí misma no es suficiente para inducir un 
cambio conformacional si no que simplemente favorezcan la unión del sustrato.  
Estudios  con  la  RNasa  G  han  confirmado  que  la  interacción  con  el    grupo  5’ 
monofosfato    contribuye  a  la  afinidad  global  de  la  unión  {Jourdan,  2008  #249}.  Por 
tanto, la  dependencia por el extremo 5’  se puede deber a una mayor afinidad por los 
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sustratos 5’ monofosfato, de tal modo que la unión del RNA a la RNasa E incrementa la 
concentración  local  y  el  desplazamiento  del  equilibrio  desde  la  forma  abierta  a  la 
cerrada  se ve  favorecido  cuando el RNA es acomodado dentro de  la hendidura y por 
consiguiente estabiliza la formación de la hendidura. Entonces, un sustrato con un grupo 
5’ hidroxilo se unirá y será cortado, pero no tan frecuentemente como un sustrato con 
un  grupo  5’  fosfato mientras  que  un  sustrato  con  un  extremo  5’  trifosfato  impedirá 
estéricamente  la estructural  transición  requerida para el  corte. El amplio movimiento 
realizado por  los brazos formados por  la   unión del   dominio sensor 5’ y el dominio S1 
puede  ayudar  a  capturar  RNA.  La  estructura  cristalina    del  complejo  RNasa  E  y  un 
pequeño RNA revela que el RNA está unido a la superficie del dominio S1. Entonces, el 
dominio S1 en la forma tetramérica de la RNasa E podría unirse a diferentes sitios de un 
mRNA para mantener el sustrato en la proximidad del sitio de corte.   
 
4.1.2.2.4.6 Especificidad del sitio de corte de la RNasa E.  
La especificidad de la RNasa E ha sido extensivamente estudiada. Sin embargo, el 
sitio   específico de corte de  la RNasa E   no ha sido determinado.  Iniciales  trabajos de 
Tomcsányi y Apirion,    identificaron una secuencia consenso de reconocimiento para  la 
RNasa  E  formada  por  10  nucleótidos  {Tomcsanyi,  1985  #109}.  Posteriormente,  la 
secuencia consenso   RAUUW (R=G o A; W=U o A) fue propuesta por Ehretsmann et al. 
{Ehretsmann, 1992 #305}. Varios  trabajos demostraron de manera convincente que  la 
actividad de la RNasa E es dependiente de RNA de cadena sencilla y carece de secuencia 
estricta  de  reconocimiento  {Cormack,  1992  #347}{Mackie,  1992  #348}{McDowall,  1994 
#263} {Mackie, 1993 #344}.{Lin‐Chao, 1994 #262} La RNasa E corta preferentemente en 
el extremo 5’ del dinucleótido AU dentro de  secuencias  ricas en AU  {McDowall, 1994 
#263}.  El  papel  de  las  estructuras  secundarias  adyacentes  al  sitio  de  corte  ha  sido 
ampliamente estudiado. La mayoría de los sitios de corte son precedidos o seguidos por 
una    estructura  estable  tallo‐lazo.  Por  ello,  se  ha  sugerido    que  la  presencia  de  una 
estructura  tallo‐lazo  estable  en  el  extremo  3’  al  sitio  de  corte  es  importante  en  la 
definición  de  un  sitio  sensible  a  la  acción  de  la  RNasa  E  {McDowall,  1994  #263}.  Se 
piensa que  estas estructuras tipo tallo‐lazo no funcionan directamente como dominios 
de  reconocimiento  sino  que  sirven  para  estabilizar  estructuras  secundarias  locales 
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de  forma que el sitio adyacente de corte permanezca en una configuración de cadena 
sencilla óptima para  la acción de  la RNasa E. Por el contrario, estudios  realizados con 
oligonucleótidos  sintéticos  {McDowall,  1995  #261}  y  complejos  RNAs  como  sustratos 
{Mackie, 1993 #344} sugieren que adyacentes estructuras secundarias al sitio de corte 
reducen  la eficiencia de corte y podrían, por tanto, modular  la actividad de  la RNasa E. 
Esto  podría  ser  debido  a  un    efecto  estérico  de  forma  que  la  estructuras  tallo‐lazo 
impidieran el libre acceso de la RNasa E al sitio de corte. Además, estructuras tallo‐lazo 
adyacentes  al  sitio  de  corte  podrían  promover  enrollamientos  helicoidales  de  los 
residuos del sitio corte inhibiendo por tanto el ataque enzimático. 
 
 4.1.2.2.4.7 La regulación de la síntesis de la RNasa E. 
La  expresión  de  la  RNasa  E    es  autorregulada mediante  la    interacción  de  la 
RNasa E con los 361 nucleótidos del extremo 5’ UTR del trascripto rne y posterior corte 
endorribonucleolítico específico  a 49‐50   nucleótidos corriente abajo del sitio de  inicio 
de  la  transcripción  {Jain, 1995 #46}  {Diwa, 2002 #39}{Diwa, 2000 #40}. Esta  región 5’‐
UTR (Fig. 1.15) forma múltiples estructuras secundarias, la más importante de las cuales 
es la  segunda estructura tipo tallo‐lazo (hp2), la cual controla la tasa de degradación del 
mRNA en  función de  los niveles de  actividad de  la RNasa  E en  la  célula  (Diwa et  al., 
2000). Este stem‐loop es el  lugar de unión de  la RNasa E a su transcrito y contiene 57 
nucleótidos {Diwa, 2002 #39}. Para llevar acabo la autorregulación, la RNasa E no corta 
el  segundo  stem‐loop,  ya  que  esta  tiene  una  predominante  estructura  bicatenaria 
{Diwa, 2000 #40}.  La RNasa E usa esta estructura  como punto de anclaje a  su propio 
transcrito  en  una  apropiada  posición  para  realizar  el  corte  en  otra  región  de  cadena 
sencilla. Esto permite a la RNasa E superar obstáculos, tales como la unión de ribosomas 
u otras estructuras secundarias en el transcrito, los cuales pueden impedir el acceso de 
la RNasa E a su sitio de corte específico  {Diwa, 2000 #40}. Similares estructuras stem‐
loop  son específicas de  ciertos RNAs que  son  sustratos de  la RNasa E  {Taraseviciene, 
1995 #667}. 
 Este  corte  endorribonucleolítco  de  la  RNasa  E  acelera  la  degradación  del 
transcrito rne y mantiene los niveles intracelulares  de la RNasa E dentro de sus límites 
fisiológicos.  Por  tanto,  la  RNasa  E  controla  su  propia  síntesis  por  cambios  de  la 
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estabilidad de  su propio  transcrito. Cuando  la  cantidad de  enzima  se  incrementa  ,  la 
actividad de la misma también, esto tiene como resultado una aceleración de la tasa de 
degradación del transcrito {Jain, 1995 #46}.   En el mutante termosensible rne‐1, el rne 
transcrito  es  mucho  más  estable  a  la  temperatura  no  permisiva,  causando  un 
incremento  de  hasta  10  veces  de  la  cantidad  del  transcrito  de  3.6  kb  de  longitud  y 
consecuentemente una desrregulación de  los niveles de  la enzima  {Henry, 1992 #29} 
{Jain, 1995 #46}.  Este incremento en la estabilidad es debido a que en el mutante rne‐1 
la RNasa E es defectiva en  la degradación de su propio  transcrito  {Ow, 2000 #4}. Esto 
último conduce a un incremento de la síntesis de la enzima {Ow, 2000 #4} {Mudd, 1993 
#723}. Sin embargo, a pesar de este  incremento de  la concentración de  la RNasa E,  la 
actividad total de  la enzima esta reducida  , ya que este mutante produce una RNasa E 
de reducida activida catalítica {Jain, 1995 #46}.  
   
 
Figura  1.15.  Estructura  de  la  región  5’UTR  del  transcrito  de  la  RNasa  E.  Los  corchetes  delimitan  los  dominios 
estructurales descritos. El elemento Shine‐Delgano y el codón de iniciación están subrayados. 
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4.1.2.2.4.8 Actividad RNasa E en células humanas. 
La  proteína  ARD‐1  (activador  de  la  degradación  del  RNA)  de  13.3  kDa  fue 
inicialmente identificada como el producto expresado a partir de un cDNA derivado de 
linfocitos B humanos transformados por el virus de Epstein Barr {Wang, 1994 #81}. La 
ARD‐1  es  una  endorribonucleasa  capaz  de  complementar  y  revertir  los  efectos 
pleiotrópicos  en  mutantes  de  la  RNasa  E  de  E.  coli  {Wang,  1994  #81}.    Esta  
endorribonucleasa humana presenta actividad  tipo RNasa E y es específica del sitio de 
corte {Claverie‐Martin, 1997 #75}. Se une a los mismos sustratos y corta en los mismos 
sitios que  la RNase E {Claverie‐Martin, 1997 #75; Wang, 1994 #81}. Es dependiente de 
Mg+2 y de RNA de cadena sencilla, generando   extremos 5’ monofosfatos en el sitio de 
corte  {Claverie‐Martin,  1997  #75}.  Curiosamente,  la  proteína  ARD‐1    humana    es 
codificada por el mismo gen que codifica para otra   proteína NIPP‐1 (inhibidor nuclear 
de  la  fosfatasa  1)  {Van  Eynde,  1995  #555}  {Jagiello,  1997  #556}{Jagiello,  1995 
#557}{Trinkle‐Mulcahy,  1999  #72}  y  los mRNAs maduros  de  estas  dos  proteínas  son 
generados mediante splicing alternativo del mismo precursor primario de mRNA {Chang, 
1999 #69}. Por tanto, ambas proteínas ARD‐1 y NIPP‐1 son isoformas del mismo loci con 
funciones  totalmente diferentes  {Smith, 1989 #559}. La ARD‐1 es una proteína rica en 
prolinas  conteniendo  un motivo  de  reconocimiento  de  RNA  comprendido  entre  los 
aminoácidos 15‐38, seguido por una región rica en glicina y una región C‐terminal muy 
básica  rica en  lisina. Las  regiones  ricas en  residuos de prolina, al  igual que  la RNasa E 
{Coburn, 1999 #337}, pueden contribuir a su anómala migración en geles de acrilamida 
{Van Eynde, 1995 #555; Wang, 1994 #81}. El transcrito ard‐1 maduro posee un    intrón 
retenido en el extremo 5’ con múltiples codones stop de traducción {Chang, 1999 #69} 
que  pueden  contribuir    a  una  terminación  prematura  de  traducción  y  a  iniciar  la 
denominada ruta de degradación de RNA sinsentido {Maquat, 1995 #563}{Hentze, 1999 
#564},  limitando  así  la  producción  celular  de  la  proteína  ARD‐1.  Ha  sido  observado 
mediante  análisis  de  Northern  Blotting  que  en  condiciones  normales  los  niveles  del 
transcrito ARD‐1 son al menos 20 veces inferiores que los niveles de NIPP‐1{Chang, 1999 
#69}. 
La  proteína  ARD‐1  comparte  características  comunes  con  proteínas  que  están 
implicadas en el splicing (por ejemplo, ASF/SF2,   9G8 y 70K),  incluyendo una región de 
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unión al RNA en el extremo N‐terminal y una región altamente cargada en el extremo C‐
terminal  {Ge,  1991  #560}{Golovkin,  1996  #561}.Mediante  análisis  de  comparación  de 
secuencias  se  ha  observado    que  la  ARD‐1  y  la  RNasa  E  contienen  regiones  que 
resemblan  como  el  altamente  conservado  componente  de  unión  al  RNA,  la  proteína 
70K,  del  pequeño  complejo  ribonucleoproteíco  U1  implicado  en  el  splicing  de  los  
mRNAs en eucariota. Además, la ARD‐1 posee similitud con segmentos de proteínas del 
citoesqueleto  implicadas  en  la  regulación  del  ensamblaje  y  transporte  de  complejos 
RNA/proteínas {Wang, 1994 #81}.   
 
4.1.2.2.4.9 Moduladores y adaptadores de la actividad de la RNasa E. 
4.1.2.2.4.9.1 Inhibidores de la RNasa E. 
Mediante screening genético han sido identificadas dos proteínas inhibidoras de 
la RNasa E, denominadas RraA  (regulador de  la actividad de  la  ribonucleasa A) y RraB  
{Lee, 2003 #60}. Estas proteínas interaccionan físicamente con la región no catalítica de 
la  RNasa  E  inhibiendo  su  actividad  catalítica,  tanto    in  vitro  como  in  vivo.  Intentos 
experimentales  para    localizar  el  sitio    exacto  de  unión  de  la  RraA  a  la  RNasa  E  han 
concluido sin éxito, lo cual  sugiere que este inhibidor puede reconocer múltiples sitios 
en la región no catalítica. Por el contrario, ha sido demostrado que la RraB interacciona 
con la RNasa E en el sito de unión de la RNA helicasa RhlB. La elevada expresión in vivo 
de   RraA o RraB tiene diferentes efectos sobre  los niveles de ciertos transcritos y en  la 
composición  del  degradosoma  {Gao,  2006  #56}.    Ambos  inhibidores    reducen 
significativamente la cantidad de PNPasa en el degradosma. Además, la sobreexpresión 
de RraA reduce significativamente la cantidad de la RNA helicasa RhlB y enolasa que se 
unen a la RNasa E, mientras  células que sobreexpresan  RraB, presentan la RNA helicasa  
RhlB  y  una    proteína  de  choque  frío,  CsdA,  unidas  a  la  RNasa  E.    La  CsdA  ha  sido 
previamente  demostrada  estar  asociada  a  la RNasa  E  solamente  bajo  condiciones  de 
choque frío {Khemici, 2004 #288} {Prud'homme‐Genereux, 2004 #328}. Por tanto, todos 
estos resultados sugieren que  E. coli, codifica factores proteicos que pueden afectar la 
actividad de la RNasa E y modular la composición del degradosoma. 
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4.1.2.2.4.9.2 Reclutamiento de la RNasa E por Hfq y sRNA. 
La  proteína  Hfq  (factor  del  huésped  del  bacteriofago  Qβ)  fue  inicialmente 
identificada por su papel en  la replicación del bacteriofago Qβ    {Franze de Fernandez, 
1968 #772}. Posteriormente  fue demostrado  ser una proteína abundante  in vivo, que 
parece existir en forma de anillo hexámerico  en E. coli y Staphylococcus aureus {Sauter, 
2003  #773}    {Schumacher,  2002  #774}.  En  E.  coli,  se  ha observado  que Hfq  funciona 
como una proteína de unión al RNA implicada en una variedad de procesos incluyendo 
el control postranscripcional de  la expresión génica por sRNA regulatorios {Gottesman, 
2004  #624}  {Wagner,  2002  #775}  {Carpousis,  2003  #776}  {Brennan,  2007  #777}.  La 
proteína se une tanto al DNA como RNA, pero presenta preferencias por las secuencias 
ricas  en  AU.  Hfq  está  implicada    en  el  control  de  los  niveles  de  expresión  de  una 
variedad de mRNAs,  tales  como  rpoS  {Muffler, 1996 #778}   y OmpA  {Vytvytska, 2000 
#779}.  Su habilidad para unirse a secuencias ricas en AU, algunas de la cuales son sitios 
de corte de la RNasa E ricas en AU, sugiere un papel de esta proteína en la modulación 
de  la degradación de mRNAs y del procesamiento de tRNAs {Moll, 2003 #780} {Zhang, 
2003  #782}.  Ha  sido    demostrado  que  Hfq  interacciona  con  una  variedad  de  sRNA 
{Zhang, 2003 #782} {Moller, 2002 #783} {Sledjeski, 2001 #784} {Zhang, 1998 #785}. Dos 
de estos sRNA  implicados en la función de Hfq son: RyhB y SgrS. El mRNA sodB diana del 
RyhB está implicado en el metabolismo del hierro {Masse, 2007 #787} mientras el mRNA 
ptsG  diana  del    sRNA  SgrS  codifica  para  un  componente  esencial  del  sistema  de 
transporte de fosfoazúcares {Vanderpool, 2004 #786}. La Hfq se une a RyhB y SgrS y los 
protege de su degradación por  la RNasa E mediando su  interacción con el mRNA diana 
{Masse,  2003  #788}  {Morita,  2005  #741}    RyhB  y  SgrS  bloquean  la  iniciación  de  la 
traducción por unión a los mRNAs diana. La inhibición de la traducción es acoplada a la 
degradación de ambos sRNAs y sus mRNAs diana mediada por la RNasa E  {Masse, 2003 
#788}  {Morita, 2005 #741}. La degradación de  los mRNAs no traducidos parece ser un 
segundo evento haciendo irreversible la inhibición de la traducción {Morita, 2006 #789} 
{Aiba,  2007  #790}. Un  complejo  RNasa  E, Hfq  y  Sgr  es  formado  bajo  condiciones  de 
estrés por acumulación de  fosfoazúcares. La  formación del complejo RNasa E‐Hfq‐SgrS 
requiere la misma región de la RNasa E necesaria para la formación del degradosoma y 
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existen evidencias que  sugieren que el degradosoma es  remodelado debido a nuevas 
interacciones. En cepas expresando variantes de  la RNasa E, que carecen de  la  región 
necesaria para la interacción con el complejo Hfq‐SgrS, la traducción es inhibida pero el 
mRNA no es degradado. Estos resultados han sido interpretado como una evidencia de 
que  la  física  interacción  de  la  RNasa  E  con  el  complejo  Hfq‐SgrS  es  requerido  para 
reclutar  la RNasa E al mRNA diana para  iniciar  su degradación. Por otro  lado, ha  sido 
demostrado que  Hfq afecta a la poliadenilación del mRNA rpsO {Hajnsdorf, 2000 #791} 
{Le Derout, 2003 #792}. Experimentos in vitro han sugerido que Hfq protege el RNA, en 
particular,  a  las  colas  poly(A),  de  la  degradación  exorribonucleolítica  {Folichon,  2003 
#793}. Sin embargo, análisis in vivo indican que Hfq sirve para promover poliadenilación 
en sitios específicos de  las moléculas de RNA más que proteger  las colas poly(A) de  la 
degradación (Mohanthy y Kushner, datos no publicados).  
 
 
Figura 1.16. Degradación de mRNA mediante complejos RNasa E‐Hfq‐sRNA. En este ejemplo, un complejo RNasa E, 
Hfq y SgrS o RyhB es  formado bajo condiciones de estrés por acumulación de  fosfoazúcares    (G6P) o depleción de 
hierro(Fe).  Los  complejos  RNasa  E,  Hfq  y  SgrS  o  RyhB  son  capaces  de  degradar  a  los  mRNA  ptsG  o  sodB 
respectivamente. 
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4.1.2.2.4.10 Otras Proteínas implicadas en la degradación de mRNA. 
4.1.2.2.4.10.1 RNA helicasa RhlB. 
E. coli posee un largo número de potenciales RNA helicasas, incluyendo al menos 
5 miembros  de  una  familia  de  helicasas  caracterizada  por  la  presencia  de  caja DEAD 
{Linder, 1989 #694}. Una de estas helicasas, codificada por el gen  rhlB,  {Kalman, 1991 
#695} ha  sido  implicada en  la degradación de mRNA debido a que  coprecipita  con  la 
RNasa E y la PNPasa {Py, 1996 #483}. La RNA helicasa RhlB es ATP‐dependiente y posee 
un peso molecular de 50 kDa. Esta proteína está altamente conservada tanto en Gram‐
negativos como en Gram‐positivos. La carencia de un buen sistema in vitro para analizar 
la actividad de la RNA helicasa RhlB y la aparente letalidad de la mutación anuladora del 
gen rhlB {Kalman, 1991 #695} son severas limitaciones para analizar la función in vivo de 
este componente clave del degradosoma. Aunque no está claro que la proteína aislada 
tenga actividad helicasa, Coburn y colaboradores {Coburn, 1999 #336} han demostrado  
que en presencia  de RNasa E y ATP, una combinación de PNPasa y RNA helicasa RhlB es 
suficiente para degradar un producto de degradación de 147 nucleótidos perteneciente 
al  trasncrito  rpsT,  que  contiene  estructuras    secundarias  estables.  Su  presencia  en  el 
degradosoma es sugerente, como  lo es  la  implicación de  la helicasa DBP2 de  levaduras 
en  la  degradación  de  mRNAs  sin  sentido  {He,  1995  #696}.  Debido  a  que  muchas 
moléculas  de  RNA  contienen  estructuras  secundarias  que  inhiben  la  acción  3’→5’ 
exonucleasa,  la  RNA  helicasa  RhlB  podría  participar  en  la  degradación  del  mRNA 
desplegando  estas  estructuras  secundarias    desfavorables    para  la  acción  de  las  3’ 
exorribonucleasas.   
 
4.1.2.2.4.10.2 Poly(A) polimerasa (PAP I). 
La poly(A) polimerasa    I  (PAP  I),  codificada por el  gen pcnB,  fue descubierta  y 
purificada en E. coli a principios de los 1960s, antes del descubrimiento de la presencia 
de  colas  poly(A)  en  los  mRNA  de  eucariotas  {August,  1962  #794}.  A  pesar  de  su  
temprano descubrimiento,  la  función de  la PAP  I en E. coli ha permanecido obscura a 
causa  de  la  prevalencia  de  un  dogma  que  proponía  que  los mRNAs  de  bacterias,  a 
diferencia  de  los  mRNAs  de  eucariotas,  no  estaban  poliadenilados.  A  pesar  de  los 
trabajos publicados sobre RNAs poly(A) o oligoadenilados en bacterias {Srinivasan, 1975 
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#795}  {Gopalakrishna,  1981  #796}  la  poliadenilación  del  RNA  en  bacterias    no  fue 
aceptada hasta casi 25 años después del descubrimiento de la PAP I.   
 La PAP I es un monómero de 56 kDa y requiere Mg+2 para su actividad. La PAP I 
de  E.  coli  no muestra  similitud  con  otras  poly(A)  polimerasas  {Cao,  1992  #610}  pero 
muestra  significante  similitud  a  nivel  de  secuencia  y  función  con  la  tRNA  nucleotidil 
transferasa (enzima que añade el triplete CCA a los extremos 3’ de  los tRNAs) {Haugel‐
Nielsen, 1996 #797} {Masters, 1990 #798}. Añade residuos de adenilato a  los extremos 
3’ de los RNAs usando ATP como donador en ausencia de un molde de DNA. Resultados 
in vitro han demostrado que PAP  I puede generar errores, ocasionalmente añadiendo 
residuos  de  C, U  y G    {Yehudai‐Resheff,  2000  #417}.  Sin  embargo,  in  vivo,  la  enzima 
parece  incorporar   solamente residuos de adenina {Mohanty, 2000 #655}. La actividad 
poly(A) polimerasa también es detectable en cepas con el gen pcnB  delecionado, lo que 
implica que una  segunda poly(A) polimerasa  (PAP  II) pueda existir en E. coli  {Kalapos, 
1994 #800}. Mutaciones en el gen pcnB condujeron a  reducir el número de copias de 
plásmido debido a un aumento de la estabilidad del RNA I, un  RNA antisense regulador 
de  la  replicación  de  plásmidos  tipo  ColE1,  {He,  1993  #801}  {Masters,  1993  #802}.  La 
adición de colas poly (A) al RNA I estimula su tasa de degradación in vitro de 4 a 5 veces 
disminuyendo el efecto represor de la replicación de los plásmidos tipo ColE1 {Xu, 1995 
#803}. Resultados de varios  trabajos sugieren que en E. coli una  fracción de mRNA es 
poliadenilada  como  un  requisito  para  su  degradación  {O'Hara,  1995  #21}{Hajnsdorf, 
1994  #728}  {O'Hara,  1995  #21}  {Hajnsdorf,  1994  #728}  {Hajnsdorf,  1995  #804}.  Esto 
podría deberse a que  la acción de  la PAP  I    sobre   un molécula de RNA   generara un  
extremo 3’ no estructurado con poly(A), el cual  permitiría el acceso y la unión de las 3’ 
exorribonucleasas  a los potenciales sustratos  favoreciendo así su degradación {Coburn, 
1996  #341}  {Coburn,  1996  #342}.    Por  tanto,    las  colas  poly(A)  de  eucariotas  y 
procariotas parecen  tener  funciones diferentes. Las colas poly(A) en bacterias podrían 
servir para   marcar  los  fragmentos de mRNA   que van a ser degradados, de un modo 
similar  a  la  etiquetación  de  ciertas  proteínas  por  ubiquitina  para  su  degradación 
{Ciechanover, 1994 #806}. 
Debido a que  los niveles de poliadenilación en E. coli son muy bajos  (se estima 
que entre un 1‐2% del RNA total de E. coli {Cao, 1992 #611}, {Mohanty, 1999 #658}, no 
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está  claro  si  otras  bacterias  son  capaces  de  poliadenilar  sus  mRNAs.  Sin  embargo, 
mRNAs  poliadenilados  han  sido  identificados  en  S.  coelicolor  {Bralley,  2001  #805}    y 
bacterias  fotosintéticas  {Rott, 2003 #656}, aunque en estas especies  las colas poly  (A) 
parecen ser sintetizadas por la PNPasa {Bralley, 2001 #805} {Rott, 2003 #656}. 
 
4.1.2.2.4.10.3 Proteínas de unión a poly(A): S1 y CspE. 
Hoy  sabemos que en E. coli y otros procariotas no existen proteínas homólogas 
a las proteínas de unión de las colas poly(A) de los mRNA eucariotas. Sin embargo, hay 
un  considerable  interés en determinar  si hay otras proteínas de  función  similar.   Por 
ejemplo,  el  dominio  de  unión  al  RNA  S1  originalmente  asociado  con  la  proteína 
ribosomal  S1  {Bycroft,  1997  #664}  ha  sido  encontrado  en  una  variedad  de  RNasas, 
incluyendo RNase E, RNase G, RNase II y PNPasa.  Debido a que la PNPasa y la RNasa II 
prefieren sustratos poly(A), no debería ser sorprendente que  la proteína ribosomal S1 
también pudiera unirse a las colas poly(A). En efecto, Feng  y colaboradores {Feng, 2001 
#66} demostraron que  in vitro  la proteína S1 actúa como una proteína de unión a  las 
colas poly(A). Además, ellos también demostraron que  la proteína de choque frío CspE 
era  capaz  de  unirse  a  las  colas  poly(A)  para  inhibir  la  capacidad  de  la  PNPasa  de 
degradar dichos sustratos {Feng, 2001 #66}. 
 
4.1.2.2.4.10.4 Enolasa. 
La enolasa es una enzima glicolítica cuyo papel en la degradación del mRNA sigue 
siendo un misterio. Esta enzima cataliza la reversible deshidratación del 2‐fosfoglicerato 
a  fosfoenolpiruvato.  La enolasa es una proteína  abundante en E.  coli, pero    sólo una 
pequeña proporción está unida a la RNasa E como un componente del degradosoma de 
RNA  (Liou,2002,  JBC;  {Py, 1996 #483}. Análisis de microarrays  sugieren que  la enolasa 
afecta  la degradación de ciertos mensajeros que codifican para enzimas  implicadas en 
rutas de generación de energía {Bernstein, 2002 #63} {Bernstein, 2004 #59}, además  la 
enolasa y la RNasa E están implicadas en la respuesta al estrés de fosfoazúcares {Morita, 
2004 #671} {Morita, 2005 #741}. Estos resultados han sugerido una serie de hipotéticas 
funciones para  la enolasa en el degradosoma,  incluyendo  la posibilidad de que actúe 
como  un  sensor  implicado  en  el  mantenimiento  de  un  balance  entre  el  estado 
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energético  de  la  célula  y  la  degradación  de  mRNA.    Sin  embargo,  la  importancia 
fisiológica de esta relación entre el estado energético de  la célula con degradación de 
mRNA así como la base molecular para  regular dicho balance no se comprende hoy en 
día.  
 
4.2 Rutas de degradación del mRNA en E.coli. 
4.2.1 Degradación del mRNA en E. coli en condiciones normales de crecimiento. 
Bajo condiciones normales de crecimiento de E. coli, se piensa que  la principal 
ruta  de  degradación  de  mRNA  es  iniciada  con  un  corte  endonucleolítico  mediado 
principalmente por  la RNasa E y,  con menor  relevancia, por otras endorribonucleasas 
más  especializadas,  tales  como  RNasa G,  RNasa  III,  RNasa  P  y más  recientemente  la 
RNasa Z {Perwez, 2006 #28} seguido de una degradación exorribonucleolítica del RNA.  
Aunque  la  RNasa  E  corta  internamente,  esta    endorribonucleasa  es  dependiente  del 
extremo  5’  del mRNA.  La  RNasa  E  requiere  al menos  cuatro  nucleótidos  de  cadena 
sencilla  en  el  extremo  5’  para    ser  capaz  de  unirse  eficientemente  y  presenta  una 
preferencia  significativa  por  los  extremos  5’ monofosforilados  sobre  los  extremos  5’ 
trifosfato de los tránscritos primarios.  Se ha propuesto que la pirofosfatasa RppH podría 
actuar  sobre el grupo 5’  trifosfato de primer nucleótido del extremo 5’ del  transcrito 
primario  convirtiéndolo  en  un  extremo  5’  monofosfato,  un  proceso  análogo  a  la 
eliminación de la caperuza o decapping  de los mRNAs eucariotas, lo cual  favorecería el 
corte inicial de la  RNasa E.  
Los  extremos  3’  originales  de  la  mayoría  de  los  mRNAs  bacterianos  están 
protegidos  del  ataque  de  3’exorribonucleasas  por  las  estructuras  secundaría  del 
terminador Rho  independiente. Sin embargo, el corte endorribonucleolítico genera un 
nuevo  extremo  3’,  generalmente,  no  protegido  por  estructuras  secundarias,  que  es 
rápidamente  degradado  por  3’  exorribonucleasas.    Las  principales  exorribonucleasas 
que actúan en E. coli son  la RNasa II, PNPasa y  la RNasa R. La RNasa II puede degradar 
solamente  RNA  de  cadena  sencilla  y  es  completamente  inhibida  por  estructuras 
secundarias.  La  PNPasa  y  la RNasa R  pueden  superar  las  estructuras  secundarias,  sin 
embargo, requieren una corta región de cadena sencilla para anclarse al RNA. Esta corta 
región suele consistir en una cola de poly (A), sintetizada por la PAP I. Mientras que para 
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la  acción  de  la RNasa R  es  suficiente  una  corta  región  de  siete  nucleótidos  {Vincent, 
2006  #161},  debido  a  su  intrínseca  habilidad  para  avanzar    a  través  de    estructuras 
secundarias,  la  PNPasa    puede  requerir    asistencia  de  una  helicasa  para  estructuras 
estables  particulares.  Por  ejemplo,  la  degradación  de  los  altamente  estructurados 
elementos  REP  puede  estar  acompañada  por  la  combinación  de  la  RNasa  R  y  PAP  I 
{Cheng,  2005  #165}  o  de  la  PNPasa  unida  al  degradosoma  y  la  RhlB  {Khemici,  2004 
#290}. Múltiples  rondas de poliadenilación  y exorribonucleolítica degradación pueden 
ser  requeridas  antes  de  que  las  estructuras  secundarias  sean  completamente 
degradadas. La acumulación de  fragmentos de corto  tamaño, comprendidos entre 2‐5 
nucleótidos, generados por  las RNasa  II, RNasa R y PNPasa  sirven de  sustrato para  la 
oligorribonucleasa, la cual convierte esos oligorribonucleótidos en mononucleótidos.  
Resultados  de  varios  laboratorios  han  proporcionado  evidencias  de  que  la 
degradación  del  mRNA  tiene  lugar  cerca  o  en  la  membrana  interna  de  la  célula. 
Experimentos de  localización subcelular realizados por Liou y colabordores. {Liou, 2001 
#68} demostraron que alrededor del 91% de la RNasa E  fue observada  sobre o  dentro 
de  los  100nm  de  la  membrana  citoplasmática.  Puesto  que  la  RNasa  E  está 
probablemente implicada en la degradación de la mayoría de los transcritos  de E. coli, 
los pasos iniciales de degradación tendrían lugar cerca o en la membrana citoplasmática.  
 
4.2.3 Degradación del mRNA en condiciones de stress.  
Condiciones severas de estrés, tales como una carencia de aminoácidos, pueden 
conducir a  la activación de sistemas  toxina‐antitoxina en E. coli. En cada uno de estos 
sistemas  la  toxina  y  antitoxina  son  codificadas  por  el mismo  operón.  Se  sabe  que  al 
menos  cuatro  de  estas  toxinas,  MazF,  ChpBK,  YoeB  y  RelE  funcionan  como  
endorribonucleasas o facilitadoras de la actividad RNasa. En estos sistemas la antitoxina 
se  une  fuertemente  a  la  toxina  bloqueando  su  actividad  endorribonucleasa  {Gerdes, 
2005  #494},{Buts,  2005  #496},{Condon,  2006  #512}.  Sin  embargo,  la  antitoxina  es 
mucho más lábil y requiere una síntesis continua para mantener unos niveles capaces de 
inactivar a la toxina. La toxina funciona como una especie de sensor de la capacidad de 
traducción de  la célula. De tal manera, que un arresto de  la traducción conduce a una 
activación de la actividad endorribonucleasa de la toxina debido a una disminución de la 
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antitoxina. Las toxinas con actividad RNasa, generalmente reconocen y cortan pequeñas 
secuencias de  cadena  sencilla  (a menudo  tan  cortas  como  tripletes), de modo que  la 
mayoría  de  los mRNAs  celulares  se  convierten  en  dianas  para  su  destrucción,  este 
fenómeno  ha sido denominado apagado de expresión por degradación de mRNAs (SDD) 
{Condon,  2006  #512}.   MazF,  por  ejemplo,  corta  tripletes  ACA, mientras  EndoA,  su 
homóloga en Bacillus subtillis, corta preferencialmente en un contexto (U/A) UAC (U/A) 
{Pellegrini,  2005  #519}.  Actuales  modelos  sugieren  que  el  SDD  funciona  como  un 
sistema para hacer borrón y cuenta nueva de los mRNAs transcritos, reprogramando  así 
a los ribosomas para la expresión de los genes necesarios para adaptar a la célula a las 
nuevas condiciones  de crecimiento. Aunque MazF, EndoA, ChpBK y YoeB pueden cortar 
directamente mRNAs  {Pellegrini, 2005 #519}{Kamada, 2005 #540}{Zhang, 2005 #541}, 
RelE puede funcionar solamente cuando se une al sitio A del ribosoma. Entonces no está 
claro si  la RelE tiene actividad RNasa por si misma o si estimula al ribosoma a cortar el 
RNA.    Sin  embargo,  la  ribonucleasa  RegB,  codificada  por  el  bacteriófago  T4,  ha  sido 
recientemente demostrado ser un miembro de la familia de toxinas RelE {Odaert, 2007 
#546}. Un característica llamativa de la degradación de mRNAs por toxinas, es que dejan 
en  el  extremo  3’  del  fragmento  5’  del  RNA,  producido  por  el  corte  
endorribonucleolítico,   un grupo  fosfato  {Pellegrini, 2005 #519}{Zhang, 2005 #544} en 
vez de un grupo 3’ hidroxilo como ocurre con la  RNasa E.  
 
5. RNase E implicada en la división celular. 
Goldblum y Apirion {Goldblum, 1981 #568} analizando el mutante termosensible 
rne‐3071,  observaron  un  incremento  lineal  de  la  absorbancia  durante  las  tres  horas 
posteriores  de  incubar  el  mutante  termosensible  rne‐3071  a  la  temperatura  no 
permisiva,  y  un  incremento  lineal    similar  ocurrió  en  todos  los  componentes 
macromoleculares  medidos,  incluyendo  DNA,  RNA,  proteínas  y  lipopolisacaridos 
{Goldblum, 1981 #568}. Durante este periodo, las células se elongan, pero son incapaces 
de formar colonias en medio sólido {Apirion, 1978 #152}. Por tanto, estos experimentos 
sugerían por primera  vez, que uno de  los efectos  tempranos de  la  inactivación de  la 
RNasa E  era el bloqueo de la división celular.   
La división celular de E. coli  requiere  los productos de varios genes esenciales. 
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Los datos obtenidos por diferentes  laboratorios  indican que el gen  ftsZ  (filamentación 
sensible  a  la  temperatura  Z),  el  cual  es  altamente  conservado  entre  procariotas  y 
cloroplastos    de  plantas,  tiene  un  papel  central  en  el  proceso  de  división  {Goehring, 
2005  #698}{Margolin,  2005  #699}{Romberg,  2003  #700}  {Lutkenhaus,  1993  #708}. 
Corriente arriba del gen ftsZ existen dos genes implicados también en la división celular, 
ftsA  y  ftsQ.  Durante  la  división  celular,  la  proteína  FstZ,  la  cual  es  una  GTPasa  y 
estructuralmente  homóloga  a  la  tubulina,  polimeriza  y  forma  una  plataforma  para  el 
andamiaje  de  otras  proteínas  en  el  sitio  de  división    {Bramhill,  1994  #705} 
{Buddelmeijer, 2002 #703} {de Boer, 1992 #706} {RayChaudhuri, 1992 #707}. Cuando el 
cultivo de un mutante  termosensible del gen  ftsZ, es  transferido a  la  temperatura no 
permisiva  resulta  en  una  perturbación  de  la  división  celular,  producción  de  larga 
cadenas  filamentosas  de  células  conectadas  y  la  pérdida  de  la  habilidad  de  formar 
colonias  {Dai,  1991  #697}.La  proteína  FtsZ  de  E.  coli  es  codificada  por  un  transcrito 
policistrónico a partir del cual  también se producen otras dos proteínas, FstA y FtsQ, las 
cuales participan   en el andamiaje de FtsZ en el sitio de división celular {Buddelmeijer, 
2002 #703}  {Dai, 1992 #701}  {Flardh, 1998 #702}. Mukherjee y   Donachie  {Mukherjee, 
1990 #704} describieron que  la traducción de    ftsZ   es más eficiente que  la de  ftsA,  la 
cual, a su vez, es traducida más eficientemente que  ftsQ {Mukherjee, 1990 #704}.  
Trabajos  anteriores han demostrado que  la RNasa  E  corta el  transcrito  ftsQAZ 
entre los genes contiguos ftsA y fstZ, y  que la disfunción de la RNasa E decrece el ratio 
entre  los  transcritos de  los genes  ftsA y  fstZ    {Cam, 1996 #482}.   El gen    ftsZ gene es 
transcrito desde al menos 6 promotores encontrados dentro de la región codificante de 
los  genes    ddlB,  ftsQ  y  ftsA  situados  corriente  arriba  del  cistrón  ftsZ  (Fig.  1.17).  La 
contribución  de  cada  uno  al  rendimiento  global  de  la  transcripción  ha  sido  estimada 
mediante las construcción de diferentes fusiones transcripcionales con los  promotores 
de ftsZ y el gen  lacZ {Flardh, 1998 #702}. El promotor más proximal, ftsZ2p, contribuye 
con menos del 5% del total de la transcripción (que alcanza ftsZ). Los promotores  ftsZ4p 
y  3p    ambos  localizados  dentro  de    ftsA,  producen  aproximadamente  el  37%  de  la 
transcripción. Un  ftsAp promotor dentro del  gen  ftsQ produce  el  12% del  total de  la 
transcripción. La mayor  proporción de la transcripción aproximadamente el 46% deriva 
de ftsQ2p y 1p, los cuales está localizados dentro del gen ddlB {Flardh, 1998 #702} y dan 
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lugar  a    un  largo  transcrito  policistrónico  ftsQAZ  (Fig.  1.17). Ha  sido  descrito  que  las 
diferentes  especies  de  transcritos  policistrónicos  generados  por  los  diferentes 
promotores son procesados por la RNasa E  en el extremo 3’ de ftsA y que esto afecta a 
la degradación de los mRNAs de  ftsA y ftsZ {Cam, 1996 #482}. Además, se ha sugerido 
que estos cortes son requeridos para  la eficiente expresión del gene ftsZ {Flardh, 1998 
#702}.  Sin  embargo, ha  sido demostrado que  la  región proximal de  ftsZ  es necesaria 
para  la  eficiente    expresión  de  ftsZ,  lo  cual  está  relacionado  con  que  la  acción  de  la 
RNasa E sobre el extremo 3’ del cistrón ftsA tiene un significativo papel en el control de 
la expresión de ftsZ {Cam, 1996 #482}. 
 
 
 
Figura  1.17. Modelo  para  la  contribución  de  los    promotores    ftsQAZ  para  la  expresión  de  ftsZ.  La  relativa 
contribución de cada promotor (ftsAp y ftsZ2p) o par de promotores (ftsQ2p1p y ftsZ4p3p) para  la expresión total 
de ftsZ que comienza corriente debajo de ddlB. Las tijeras representan el sitio de procesamiento para la RNasa E. 
 
Como  la perturbación del  ratio FtsZ/FtsA puede afectar  la división celular  {Dai, 
1992 #701}, Cam y colaboradores    {Cam, 1996 #482} especularon que  la   razón por  la 
cual  la  RNasa  E  es  esencial  para  la  viabilidad  celular  resulta  de  su  acción  sobre  el 
transcrito ftsQAZ. Además, ha sido publicado que  la disminución de  los niveles de FtsZ  
es  la causa de  la no viabilidad en células deficiente de la RNasa E {Takada, 2005 #268}. 
Sin embargo, Tamura y colaboradores  {Tamura, 2006 #55} sugirieron que  la depleción 
de la RNasa E decrece el ratio de las proteínas FtsZ/FtsA resultando en la formación de 
largas cadenas  filamentosas de células, pero que ni  la  filamentación ni el descenso de 
los niveles de la FtsZ dan cuenta de la letalidad asociada con la disfunción de la RNasa E. 
Las  formas  filamentosas  fueron  revertidas  en  un  mutante  de  la  RNasa  E  mediante 
sobreproducción de la FtsZ, pero no la habilidad de formación de colonias mientras que 
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en mutantes  de  la  RNasa  E  en  donde  se  sobreexpresaba  la  RNasa  G  se  revertía  la 
habilidad  de  formación  de  colonias,  pero  no  el  fenotipo  filamentoso  causado  por  un 
descenso  del  los  niveles  de  la  FtsZ.  Esto  indica  que  el  decrecimiento  de  la    FtsZ  
observado en células con carencia de la RNasa E no daba cuenta de la esencialidad de la 
RNasa E {Tamura, 2006 #55}.     
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Objetivos.   
 
Históricamente el estudio de la regulación de la expresión génica en procariotas 
se ha centrado principalmente a nivel de la transcripción e iniciación de la traducción. 
Por el contrario, sólo limitada atención ha sido dada a entender cómo la degradación y 
el procesamiento del RNA afectan a los niveles de proteínas y al crecimiento celular. La 
degradación  de  mRNA  afecta  a  la  síntesis  de  proteína,  ya  que  determina  la 
concentración de mRNA disponible para  la  traducción. Además,  la disponibilidad de 
tRNA y rRNA maduros es esencial para el funcionamiento de  la maquinaria molecular 
implicada en la síntesis de proteínas. Por tanto, para tener un completo conocimiento 
de  la  regulación  de  la  expresión  génica  es  crítico  determinar  los  mecanismos 
moleculares  que  controlan  el  procesamiento  y  la  degradación  del  RNA.    El 
conocimiento  de  estos  procesos  en  E.  coli,  está  basado  en  la  caracterización 
bioquímica de  las enzimas  implicadas y en estudios genéticos empleando cepas de E. 
coli con  mutaciones en los genes que codifican para  estas enzimas.  
La  RNasa  E  es  una  endorribonucleasa  esencial  de  E.  coli,  implicada  en  la 
degradación  y  procesamiento  del  RNA,  aunque  no  está  claro  si  la  pérdida  de  la 
viabilidad  celular  es  debida  a  un  defecto  en  la  degradación  del mRNA    o  a  otras 
funciones  tales  como  la maduración  de  tRNA  o  rRNA  e  incluso  la  división  celular 
{Deana, 2004 #36} {Ow, 2002 #17} {Tamura, 2006 #55} . Enzimas homólogas a la RNasa 
E  o  a  su  dominio  catalítico  están  presentes  en  la mayoría  de  los Gram  negativos  y 
algunos Gram positivos,   Sin embargo,  la  región C‐terminal no catalítica es  la  región 
menos  conservada  de  la  RNasa  E  y  está  implicada  en  la  formación  del  complejo 
multienzimático  degradosoma.  El  degradosoma  presenta  una  gran  plasticidad  en 
cuanto a su composición dentro de  las Proteobacterias,  lo cual puede contribuir a  la 
amplia variedad de nichos que estas bacterias pueden habitar {Carpousis, 2007 #284}. 
Por  tanto, el estudio  funcional de  la RNasa E nos puede dar detalles de  las  rutas de 
degradación y procesamiento del RNA en procariotas. 
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 Con el fin de esclarecer qué aminoácidos están implicados en la especificidad o 
catálisis, cuál es la función metabólica esencial de la RNasa E para soportar la viabilidad 
de E. coli y qué papel juega el degradosoma en el metabolismo del RNA, definimos los 
siguientes objetivos específicos: 
1. Generación de mutantes termosensibles de la versión truncada de la  RNase E, 
que  contiene  los  primeros  417  aminoácidos  de  la  región  catalítica  y 
posteriormente  transferir  dichas  mutaciones  a  la  versión  completa  de  la    
RNasa E. 
2. Analizar in vivo el procesamiento de rRNA y tRNA. 
3. Analizar in vivo el efecto en la degradación del mRNA. 
4. Analizar  la  regulación  de  la  síntesis  de  la  RNase  E  de  los  mutantes 
termosensibles. 
5. Examinar  el  efecto  de  estos mutantes  en  la morfología  y  división  celular  de       
E. coli. 
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2.1 Materiales. 
 
2.1.1  Reactivos químicos.  
Los  reactivos  necesarios  para  la  elaboración  de  los  diferentes  tampones, 
soluciones,  medios  de  cultivo  y  geles  de  electroforesis,  fueron  adquiridos  de  las 
siguientes compañías fabricantes de reactivos químicos y suministros microbiológicos: 
Sigma‐Aldrich  (St.  Louis,  MO,  USA),  Fisher  Scientific  (Pittsburg,  PA,  USA),  Pierce 
(Rockford, IL, USA), Bio‐Rad Laboratories (Hercules, CA, USA), Promega (Madison, WI, 
USA), Ameresco (Solon, OH, USA) y Difco laboratorios (Detroit, MI, USA). 
 
2.1.2  Isótopos radiactivos. 
Para  el marcaje  radiactivo  de  los  fragmentos  de  DNA  obtenidos  por  PCR  y 
oligonucleótidos que  fueron utilizados  como  sondas en  los diferentes northern‐blot, 
southern‐blot    y    reacciones  de    secuenciación  se  utilizaron  los  isótopos  de  32P  en 
forma de [α‐32P] dATP y [γ‐32P] ATP. Los radioisótopos [α‐32P] dATP y [γ‐32P] ATP fueron 
suministrados por la compañía Perkin Elmer Life Sciences (Boston, MA, USA) con unas 
actividades específicas de 3000 y 6000 Ci/mmol respectivamente, y una concentración 
de 10 mCi/ml.   
 
2.1.3 Cepas bacterianas. 
Todas  las cepas usadas en este estudio son derivadas de  la cepa MG 1693  (E. 
coli, stock center) y están descritas en la tabla 2.1. Las cepas SK3251 y SK9937 fueron 
construidas  mediante  electro  transformación  de  los  plásmidos  pJRK‐22  y  pMOK13 
respectivamente,  en  SK9705  y  posterior  desplazamiento  del  plásmido  residente 
pQLK26.  
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Tabla 2.1 Cepas utilizadas en este trabajo 
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2.3 Medios de cultivo. 
 
2.3.1 Medios líquidos 
 
Caldo de Luria‐Bertani (LB) 
Como medio  rutinario para el crecimiento en medio  líquido de  las diferentes 
cepas de E. coli utilizadas en este trabajo, se usó el medio  líquido completo de Luria‐
Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989). Todos los ingredientes fueron añadidos a un vaso 
precipitado,  agitados  y  calentados hasta disolverse  completamente. Posteriormente, 
se ajustó el pH a un valor de 7 con NaOH. Se distribuyó el LB  en diferentes botellas de 
vidrio, se autoclavó a una temperatura de 121°C y a una presión de 15lb/in2 durante 
un periodo de 20 minutos. El medio LB fue conservado a temperatura ambiente hasta 
su uso.  Los  suplementos nutricionales  y/o  antibióticos, utilizados en  caso necesario, 
fueron añadidos en condiciones asépticas al LB,  justo antes de utilizarse el medio para 
crecer  las bacterias. Antes de  inocular  las bacterias, el medio  fue preincubado en  la 
estufa hasta alcanzar la temperatura deseada (30°C, 37°C o 44°C). 
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 Composición del medio líquido LB para 1L:  
Bacto triptona  10g  (1%) 
Bacto extracto de levadura  5g  (0.5%) 
NaCl   10g  (1%) 
dH2O  Añadir hasta alcanzar 1 litro 
Ajustar el pH a 7 con 1 N de NaOH  1‐2 ml de 1N de Na OH. 
 
Medio YENB.  
Para  preparar  células  electrocompetentes  con  una  alta  eficiencia  es  esencial 
tener una resistencia lo más alta posible, esto se consigue eliminando todos los restos 
de  sal  de  la  suspensión  celular  usada  en  la  electroporación.  Por  esta  razón,  para 
preparar las células electrocompetentes nosotros utilizamos un  medio de crecimiento  
compuesto de extracto de  levadura y  caldo de nutrientes  (medio YENB),  carente de 
NaCl. Este medio  es capaz  de soportar el crecimiento de la mayoría de las  cepas de E. 
coli, incluidas las cepas recA (comúnmente usadas para la electroporación). 
 
  Composición del medio YENB para 1L:  
Extracto de levadura  7.5g (0.75%) 
Caldo de nutrientes  8g (0.8%) 
dH2O  Añadir hasta alcanzar 1 litro 
 
Medio SOB+Magnesio. 
   El caldo super óptimo (SOB) fue desarrollado por Douglas Hanahan {Hanahan, 
1983 #548}. El medio SOB suplementado con MgCl2 y MgSO4 fue esterilizado mediante 
recipientes de filtración a vacío Millipore de 0,22 µm de tamaño de poro. 
  Composición del medio SOB+Magnesio para 1L:  
Bacto triptona  20g (2%) 
Bacto extracto de levadura  5g (0.5%) 
NaCl    0.584g (10mM) 
KCl  0.186g (2.5mM) 
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MgSO4 2.408 g (20mM)  
MgCl2 0.952 g  (10mM) 
dH2O  Añadir hasta alcanzar 1 litro 
Ajustar el pH a 7 con 1N de NaOH  1‐2 ml de 1N de Na OH. 
  
Medio SOC. 
El caldo super óptimo con represión de catabolito (Medio SOC)  es igual que el 
medio SOB, pero suplementado con  glucosa. Una vez añadida la glucosa, el medio SOC 
es filtrado. 
 
Composición del medio SOC para 1L:  
Bacto triptona  20g (2%) 
Bacto extracto de levadura  5g (0.5%) 
NaCl    0.584g (10mM) 
KCl   0.186g (2.5mM) 
MgSO4 2.408 g (20mM) 
MgCl2 0.952 g  (10mM) 
Glucosa  3.603 g (20mM) 
dH2O  Añadir hasta alcanzar 1 litro 
Ajustar el pH a 7 con 1N NaOH   
 
2.3.2 Medios de crecimiento sólidos 
 
LB agar. 
El medio sólido LB agar se preparó  igual que el medio  líquido, pero añadiendo 
15 g/litro de agar para solidificar el medio LB. Después de autoclavar el medio, se dejó 
enfriar hasta aproximadamente 40‐50°C y se añadieron  los suplementos nutricionales 
y/o  antibióticos,  en  caso  necesario.  A  continuación,  el  medio  fue  agitado 
vigorosamente, vertido    sobre  cada placa de Petri estéril  (de 25 a 30 ml),  la posible 
espuma generada en la superficie del medio fue eliminada flameando con un  mechero 
Bunsen y se dejó  solidificar a temperatura ambiente.  
Materiales y métodos 
Las placas de medio solidificado fueron guardadas a 4°C, colocadas en posición 
boca abajo dentro de bolsas de plástico y aquellas que contenían tetraciclina   fueron 
mantenidas en condiciones de oscuridad, debido a la fotosensibilidad de la tetraciclina,  
hasta su uso. Antes de sembrar las bacterias, las placas fueron incubadas a 37 °C en la 
estufa durante 20 minutos, dejando  la tapa abierta para eliminar el agua condensada 
en la superficie interna de la tapa de la placa de Petri. 
 
 Composición de LB agar para 1 L:  
Triptona  10g (1%) 
Extracto de levadura  5g   (0.5%) 
NaCl  10g (1%) 
Agar  15g (1.5%) 
Agua destilada  Añadir hasta alcanzar 1 litro 
Ajustar el pH a 7 con NaOH   
 
Medido mínimo. 
Composición del medio mínimo para 1L: 
(NH4) SO4  10g 
KHPO4  5g 
NaCl  10g 
Agar  15g 
Agua destilada  Añadir hasta alcanzar 1 litro 
Ajustar el pH a7.5 con NaOH  Aprox. 1 ml de 1N de Na OH. 
 
2.3.3 Suplementos nutricionales. 
Timina  
La  mayoría  de  las  cepas  utilizadas  fueron  derivadas  de  la  cepa  de  E.  coli 
MG1693  (thyA715;  proporcionada  por  B.  Bachmann,  E.  coli  Genetic  Stock  Center, 
Universidad de Yale). El gen thyA codifica la enzima timidilato sintasa, esencial para la 
síntesis  de  novo  de  desoxitimina monofosfato  (dTMP)  a  partir  de  la  desoxiuridina 
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monofosfato (dUMP). Por tanto, todas las cepas serán incapaces de sintetizar DNA, ya 
que no pueden producir dTMP, dTDP, dTTP, si no se añade  timina al medio de cultivo. 
Los medios fueron suplementados con una concentración final de 50μg/ml de timina. 
 
2.3.4 Antibióticos 
Los  antibióticos  ampicilina  (Ap),  kanamicina  (Km),  estreptomicina  y 
espectomicina  fueron  preparados  como  soluciones  acuosas  y  los  antibióticos  
tetraciclina  (Tc) y cloranfenicol  (Cm)  fueron preparados como  soluciones alcohólicas. 
Antibióticos preparados como soluciones acuosas fueron esterilizados mediante el uso 
de  filtros  de  0.22  μm  (Nalgene)  para  jeringas.  Los  stocks  de  antibióticos  fueron 
conservados a ‐20°C. La concentración de los stocks y las concentraciones finales de los 
antibióticos fueron las siguientes: 
 
 
Antibiótico 
      Disuelto en  Concentración Stock 
(mg/ml) 
Concentración final 
(μg/ml) 
Ampicilina  dH20  4  50 
Cloranfenicol  Etanol  10  20 
Espectinomicina  dH20  10  100 
Estreptomicina  dH20  50  30 
Kanamicina  dH20  10  50 
Tetraciclina  Etanol al 70%  12  12 
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Tabla 2.2 Soporte informático. 
Aplicación  Programa  Dirección web/compañía 
Búsqueda homologías  Blast 
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
 
Diseño oligonucleótidos  Primer_3  frodo.wi.mit.edu 
Mapas de restricción  NEBCutter 
tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
 
Alineamiento secuencia  ClustalW  ebi.ac.uk/Tools/clustalw2 
Lectura de secuencias de 
DNA 
Chromas  mb.mahidol.ac.th/pub/chromas 
Representación gráfica  Kaligrahp   
Lectura DNA/RNA radiactivo  ImageQuant™  Molecular Dynamics 
Visualización estructuras  3D PyMol  pymol.org 
Análisis de geles  QuantityOne  BioRad 
 
 
2.2 Métodos. 
2.2.1 Conservación de las cepas bacterianas mediante criocongalación. 
Las  diferentes  cepas  construidas  y  utilizadas  en  este  trabajo  fueron 
conservadas, para ello una colonia de cada una de  la diferentes cepas   fue crecida en 
medio  líquido  complejo  Luria‐Bertani  (LB)  suplementado  con  timina  (50μg/ml)  y 
antibiótico  dependiendo  de  la  resistencia  de  cada  cepa,  cloranfenicol  (20μg/ml), 
kanamicina  (50μg/ml),  ampicilina  (50μg/ml),  espectinomicina  (100μg/ml), 
estreptomicina (30μg/ml), tetraciclina (12μg/ml) . Los cultivos fueron crecidos toda  la 
noche  (12‐16  horas)  a  37°C  con  aireación  intensa mediante  una  agitación  250  rpm. 
Posteriormente,  se  criocongelaron  usando  como  crioprotector  el  glicerol  a  una 
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concentración  final  de  glicerol  de  15%,  para  ello  0.5 ml  de  cultivo  fresco  saturado 
fueron diluido con 1.5 ml de solución de glicerol (60% glicerol v/v; 0.1 MgSO4; 0.025M 
Tris‐Cl, pH 8.0) y depositado en crioviales de 2 ml (Nalgene, Rochester, NY, USA). Cada 
uno  de  los  crioviales    se  congeló  directamente  a  –80°C.  Todas  las  cepas  fueron 
conservadas a esta temperatura hasta su posterior uso. Para recuperar las células del 
estado congelado, se toma un pedacito del cultivo congelado con un palillo estéril  y se 
deja que  los cristales de hielo  se descongelen sobre una placa de agar y después  se 
extiende con el palillo por toda la placa y se dejan a 37°C en una estufa de incubación. 
  
2.2.2 Curvas de crecimiento a 37°C y 44°C. 
Para  realizar  las curvas de crecimiento una colonia  fue  tomada con el asa de 
siembra  previamente  esterilizada  a  la  llama  de  un mechero  Bunsen.  La  colonia  fue 
preinoculada en 5 ml de medio LB suplementado con timina y antibiótico cuando fuera 
necesario e incubado durante toda la noche en un incubador Hotpack modelo 352700 
(phila., PA., USA) a 30°C. A la mañana siguiente se realizaba coge un poco de este y se 
introducía en un   frasco Klett Pyrex N° 4980 (USA) de 250ml.    
Los cultivos fueron crecidos rutinariamente en el medio liquido complejo Luria‐
Bertani  (LB)  suplementado  con  timina  (50μl/ml)  y  con  antibiótico  cuando  fuera 
necesario  en  las  siguientes  concentraciones:  cloranfenicol,  25μg/ml;    kanamicina 
25μg/ml; ampicilina, 100μg/ml; espectinomicina,  25μg/ml y estreptomicina,  25μg/ml; 
dependiendo  de  la  resistencia  a  antibióticos  de  cada  cepa,  en  un  baño  de  agua 
termostático giratorio New Brunswick scientific Edison modelo G76 ( N.J., USA) a  30 °C  
y con vigorosa agitación hasta que alcanzaron entre 40‐45 unidades Klett (1x 108‐1.1 x 
108 celulas/ml; usando el filtro verde número 42). Una vez alcanzada esta densidad, los 
cultivos fueron incubados a 37°C  en un icubador Hotpack modelo 352700 (phila., PA., 
USA) o 44°C en un  incubador Hotpack modelo 351200 (phila., PA., USA) con vigorosa 
agitación.  
La  densidad  de  los  cultivos  fue monotorizada  cada  30 minutos  a  partir  del 
cambio  de  temperatura  de  incubación.  Los  cultivos  fueron  diluidos  a  la mitad  con 
medio fresco a 37°C o 44°C cuando alcanzaron las 70 unidades Klett para mantenerlos 
en fase exponencial. Las unidades Klett fueron ajustadas con el apropiado factor de de 
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dilución para representar gráficamente las curvas de crecimiento. 
 
2.2.3 Métodos de purificación y análisis de ácidos nucleicos. 
2.2.3.1 Aislamiento DNA plásmidico mediante mini‐preparación. 
Los plásmidos de interés contenidos en las diferentes cepas hospedadoras de E. 
coli  transformadas  fueron  extraídos  mediante  mini‐prep  por  lisis  alcalina  y 
cromatografía de columna usando el QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen Inc, Valencia, 
CA, USA). Cultivos de 3‐5ml  fueron crecidos durante  toda  la noche. Al siguiente    fue 
centrifugado  a  6.000g.  Las mini‐preparaciones  plasmídicas  fueron  realizadas  según 
indicaban las instrucciones del fabricante y con ligeras modificaciones para mejorar la 
calidad y el rendimiento:  la  lisis fue realizada durante sólo dos minutos, y después de 
añadir  el  buffer  de  elución  o  agua    se  dejó  durante  3 minutos  antes  de  realizar  la 
última centrifugación. 
 
2.2.3.2 Digestión de DNA con enzimas de restricción. 
 
Plásmidos y fragmentos de PCR fueron digeridos con enzimas de restricción de 
la  siguiente manera: 1‐3  μg aproximadamente de plásmido o 2  μg de  fragmento de 
PCR, 2 μl  de 10X buffer de la enzima y de 10 a 20 unidades de enzima de restricción en 
un volumen final de 20 μl. Las muestras fueron incubadas a 37°C durante 2‐4 horas. El 
DNA  digerido  fue  analizado mediante  electroforesis  en  geles  de  agarosa  como  se 
describe en el siguiente apartado. 
 
2.2.3.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa. 
Mini‐geles  de  agarosa  fueron  utilizados  como  herramientas  de  diagnóstico 
rápido para determinar el tamaño y pureza del DNA previamente purificado. Geles de 
agarosa al 0.6‐1.5% preparados en tampón TAE 1X (40mM Tris acetate, 2mM Na2EDTA 
pH 8.5 en agua destilada). Las muestras fueron mezcladas con 2μl de tampón de carga 
6X (0.25% de azul de bromofenol, 0.25% de xilano cianol FF  y 30% de glicerol en agua 
destilada  estéril).  Para  determinar  el  tamaño  de  las  muestras  sometidas  a 
electroforesis  se emplearon  los marcadores de peso molecular  λ/HindIII  (NEB) y 1Kb 
ladder  DNA  (NEB).Las  electroforesis  fueron  realizadas  en  una  cubeta  de 
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electroforesis horizontal de geles conectada a una  fuente de alimentación    (Bio‐Rad) 
durante  30  minuos‐1  horas  a  80‐100V.  Los  geles  fueron  teñidos  en  una  bandeja 
durante  15  minutos  con  una  solución  de  bromuro  de  etidio  (0.5  μg/ml)  y 
posteriormente lavados con agua destilada. A continuación los geles fueron iluminados 
mediante un  transiluminador de luz ultravioleta de 312nm (Fisher Scientific, Pittsburg, 
PA,  USA)  y  un  registro  fotográfico  fue  obtenido mediante  una  cámara  fotográfica 
(Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA) acoplada al transiluminador. 
 
2.2.3.4 Extracción y purificación de fragmentos de DNA de geles de agarosa. 
  Los  plásmidos  digeridos  o  productos  de  PCR    fueron  purificados  a  partir  de 
geles  de  agarosa  para  utilizarlos  en  reacciones  de  ligación  y  como moldes  para  las 
sondas de DNA para  los Northerns. Después de  la digestión enzimática del   DNA,  los 
fragmentos  resultantes  fueron  separados  mediante    electroforesis.  Fragmentos  de 
agarosa  conteniendo  las  bandas  de  DNA  de  interés  fueron  obtenidos   mediante  el 
corte de  la banda del gel de agarosa usando una hojilla estéril y colocada en un tubo 
de microcentrifuga y pesados en una balanza.   El DNA fue purificado y extraído de los 
fragmentos de geles de agarosa mediante el QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen  Inc, 
Valencia,  CA, USA)  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante.  El DNA  purificado  fue 
utilizado para la construcción de diferentes plásmidos. 
 
2.2.3.5 Ligación de fragmentos de DNA. 
Los plásmidos e insertos fueron digeridos y purificados como se describe en los 
apartados 2.2.3.2  y 2.2.3.4  respectivamente.  Los  fragmentos de DNA  fueron  ligados 
usando  la siguiente reacción: una cantidad de vector e  inserto  fueron mezclados  (las 
relaciones vector:inserto usadas fueron 1:1, 1:4 y 1:6) con 1.5 μl de ATP 10 mM, 1.5 μl 
de buffer 10X y 1.5 μl de  ligasa T4 (Epicentre® Biotechnologies, Madison,WI, USA) en 
un volumen total de 15 μl durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
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2.2.3.6  Secuenciación de DNA. 
 
2.2.3.6.1  Secuenciación automática.  
Las  mutaciones  específicas  dentro  del  alelo  rneΔ645  de    los  plásmidos 
termosensibles    fueron  identificadas  mediante    secuenciación  automática.  Las 
reacciones de    secuenciación de  los alelos mutantes de    rneΔ645    fueron  realizadas 
usando el Kit BigDyer  terminator v3.1 Cycle Sequencing    (Applied Biosystems, Foster 
City, CA, USA). Dichas reacciones fueron realizadas de acuerdo a las recomendaciones 
del fabricante y usando los primers:  
 
Primer   Secuencia 5’→3’ 
rne+137  AGCTTCCAGACTCGGTTCAATGCG 
rne+267  GGACGACCATGAGCATGTAG 
Qlrne21  CGATATCCAGGTCATACAGACGC 
rne+516  CACCGCATTGAACCGAG 
rne+747  GTAGCTATCTGGTTCTG 
rne+1006  GAGCAACGTAATCGTTC 
rne+1469  GAAGCGGTGCGTCAGGA 
 
La  región codificante del alelo  rneΔ645 conteniendo mutaciones en cualquier 
dominio    fueron    subclonadas    mediante  la  doble    digestión  con    KpnI/XbaI  del 
plásmido mutado y posterior  ligación del fragmento resultante con el plásmido pWSK 
129 para asegurarnos que el fenotipo termosensible observado era debido únicamente 
a la mutación identificada y no al resto del plásmido. 
 
2.2.3.6.2 Secuenciación en geles desnaturalizantes de urea‐poliacrilamida. 
Para  comprobar  si  los  recombinantes  portaban  las  esperadas  mutaciones 
puntuales  generadas  mediante  mutagénesis  dirigida,  los  plásmidos  fueron 
secuenciados. La secuenciación se realizó siguiendo el método descrito por Sanger et 
al.  (Sanger  et  al.,1977),  basado  en  el  uso  de  dideoxirribonucleótidos  de  adenina, 
guanina,  citosina y  timina para  introducir paradas   aleatorias durante  la  reacción de 
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polimerización  a  partir  del  oligonucleótido  usado  como  cebador  en  la  reacción.  El 
radionucleótido  empleado  para  marcar  radiactivamente  en  el  extremo  5’  de  
fragmentos de distintos    tamaños  generados  en dichas  reacciones  fue  el  γ‐32P ATP 
(5.000 Ci/mmol).   Los primers utilizados eran homólogos a secuencias de  la región N‐
terminal de la RNasa E cercanas a la región que se quería secuenciar.  Los reactivos y la 
DNA polimerasa utilizados  en  la  reacciones  fueron  los proporcionados por  el    fmol® 
DNA  Cycle  Sequencing  System  (Promega,  Madison,  WI,  USA)  siguiendo  las 
instrucciones  del  fabricante.  Los  productos  de  las  reacciones  de  secuenciación  se 
separaron en geles de poliacrilamida al 6% y 7 M de urea en tampón TBE utilizando.  La 
electroforesis fue desarrollada entre 45 y 50 C de temperatura y a unos 1.500 voltios. 
El tiempo de electroforesis variaba en función de  la distancia del primer utilizado y  la 
región  a  secuenciar.   Terminada  la electroforesis  los  geles  se  colocaron  sobre papel 
Whatman 3MM y  se  secaron usando un  secador de geles  .Una vez  secado  los geles 
estos eran expuestos a películas Kodak  () en cassetes de exposición   Kodak a –80 °C 
durante toda la noche. 
 
2.2.3.7 Extracción de RNA. 
Las  cepas  estudiadas  fueron  crecidas  en  medio  liquido  Luria‐Bertani 
suplementado con  timina  (50μl/ml) y cloranfenicol  (o kanamicina  (25μl/ml) 25μl/ml) 
hasta alcanzar las 40 unidades Klett, en ese mismo momento fueron incubadas a 44 °C 
durante 2 horas y mantenidas en  la  fase media exponencial mediante diluciones con 
medio de cultivo fresco.. Las células fueron recolectadas entre 70 y 80 unidades Klett. 
Un  volumen  de  5 ml  de  cada  uno  de  estos  cultivos  fue mezclado  con  un  volumen 
semejante  de  bufer  Crushed‐ice    buffer    TM  (10mM  tris,  pH  7.2,  5mM  MgCl2) 
conteniendo 20 mM de NaN3 y cloranfenicol disuelto en 95% de etanol a 0.4 mg/ml. 
Las células fueron centrifugadas a 6.000 rpm durante 10 minutos a 4 C y el pellet fue 
resuspendido en 0.4 ml de  lisis bufer, 1ml de TM 1X conteniendo  lisozima (Sigma, St. 
Louis, MO,  USA)  a  0.3 mg/ml  y  DNasa  I  libre  de  RNasa  (Roche)  a  32  unidades/ml. 
Después de tres ciclos de congelación y descongelación, usando para ello hielo seco en 
etanol y un baño termoestático a 37 °C. Las muestras fueron guardadas a –80 °C hasta 
la extracción de RNA. Un volumen de 68μl de 20mM de ácido acético fue añadido a las 
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muestras congeladas .   Un vez descongeladas, se añadió 0.4 ml de Catrimox‐14 (Iowa 
Biotechnology, Oakdale,  IA). El  resultante precipitado  formado por proteínas, DNA y 
RNA fue separado mediante centrifugación a 13.000 rpm a durante 10 minutos a 4 °C. 
El pellet fue resuspendido en 1 ml de LiCl 2M en etanol al 35% y centrifugado a 13.000 
rpm durante 10 minutos a 4 °C. Posteriormente fue resuspendido en un ml de LiCl 2M 
en agua destilada y centrifugado igual que en el paso anterior.  El pellet fue lavado dos 
veces con etanol al 70%, secado en un Speed Vac... y resuspendido en 0.1 ml de agua 
destilada. Las muestra   se dejaron   a 4 °C durante toda  la noche para que el RNA se 
disolviera.  La  concentración  de  RNA  fue  cuantificado  mediante  la  lectura  en  un 
espectrofotómetro a 260 nm (O’Hara et al., 1995) y las muestra fueron cargadas en un 
gel de agarosa para determinar la calidad del RNA. 
 
2.2.3.8 Análisis Northern Blot del procesamiento de tRNA y rRNA. 
Para  cada  muestra,  5  μg  de  RNA  fueron  desnaturalizado  en  formamida 
conteniendo 0.3% de xilano cianol, 0.3% de azul de bromofenol y 0.37% de EDTA. Los 
fragmentos de   RNA fueron separados en un gel al 6% de poliacrilamida conteniendo 
7M de urea, en buffer TBE 1X (89 mM Tris base, 90 mM acido bórico, 2.5 mM EDTA) a 
50 °C a 40 mA de corriente constante. El RNA fue electrotransferido a una membrana 
Biotrans Plus (ICN) a 15 V durante una hora y dos horas mas a 40 V en búfer TAE 1X  
(18  mM  Tris  base,  9.0 M  de  acetato  sodico,  0.9  mM  EDTA).  Las  membranas  fue 
incubadas a 90 C durante 30 minutos y luego expuestas a luz UV durante 30 segundos 
para fijar el RNA. Las sondas utilizadas en las hibridaciones fueron marcadas con 32P e 
hibridadas  a  una  temperatura  de  diez  grados  por  debajo  de  su  temperatura  de  de 
disociacion, lavadas con SSC 2X y 0.3 de solución dodecil sulfato de sodio antes de ser 
expuestas  al  casset  o  a  la  pelicula  (O’Hara  et  al.,  1995).  Los  Northerns  fueron 
analizados usando el Storm 840™  phosphoimager fabricado por Amershan Biosciences 
(Piscastaway, NJ).  la  cuantificacionde  las  imagenes  fue  realizado usando el  software 
ImageQuant v5.2 (Molecular Dynamics).  
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2.2.4 Transformación en células competentes. 
2.2.4.1 Preparación de células competente Método RbCl (método Kushner) 
Para  la  trasformación  química,  las  células  fueron  preparadas  mediante  el 
método   de RbCl  (Kushner). Una colonia de una placa de LB agar  suplementado con 
timina (50μg/ml) y cloranfenicol (20μg/ml) o kanamicina (50μg/ml), dependiendo de la 
resistencia a antibióticos de cada cepa fue inoculada en 5 ml de medio líquido y crecida 
durante  toda  la  noche  con  agitación.  El  cultivo  fue  diluido  1:100  y  crecido  hasta 
alcanzar 60 unidades klett. Las células fueron centrifugadas durante 10 minutos a 5000 
rpm a 4 °C. Las células fueron resuspendidas en 10 ml de medio TFB 1 (100 mM RbCl, 
50  mM MnCl2,  30  mM  acetato  potásico,  10  mM  CaCl2,    15%  glicerol,  pH  5.8),  y 
centrifugadas otra vez. El pellet fue resuspendido en 10 ml de TFB2 (10 mM MOPS, 10 
mM RbCl, 75 mM CaCl2, 15% glycerol, pH 6.8)  y centrifugado como anteriormente. Las 
células  fueron  incubadas  a  hielo  durante  30 minutos  en  1 ml  de  TFB2.  Las  células 
fueron centrifugadas y  resuspendidas en 100  μl de TFB2 y se mezcló con 4‐8    μl del 
plásmido   y se  incubó en hielo durante 1 hora. El choque térmico fue realizado 42 °C 
durante     1 minuto. A continuación se centrífugo el pellet, se resuspendió en 3 ml de 
SOC y se incubó a 37 °C durante una hora. Posteriormente se centrífugo, se eliminó el 
sobrenadante,  se  resuspendió  en  1ml  de  SOC  y  se  sembraron  100  μl  de  células  en 
placa con medio selectivo.  
 
2.2.4.2 Preparación de células electrocompetentes. 
  Las  células  electrocompententes  fueron  preparadas  tal  y  como  describen 
(Sharma and Schimke, 1996 Biotechniques) usando un medio libre de sal denominado 
YENB (medios). Se  preparó un inoculo que fue crecido toda la noche en medio YENB. 
Al día  siguiente  se  inoculó 10 ml del  cultivo  crecido  toda  la noche en 1  L de medio 
fresco YENB. El cultivo fue crecido en agitación (250 rpm) y a 37°C durante 4‐5 horas 
hasta alcanzar una OD600 de aproximadamente 0.5. Las células fueron recogidas en dos 
botellas estériles de policarbonato de 500 ml previamente enfriadas a 4ºC mediante 
centrifugación  a  4°C  durante  10  minutos  a  4000g  en  un  rotor  JA‐10.  Se  retiró  el 
sobrenadante y el pellet  fue  lavado dos veces con 100 ml de agua destilada estéril y 
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fría,  y  centrifugando  igual  que  antes.  Se  descartó  el  sobrenadante,  el  pellet  fue 
resuspendido  en  20 ml  de  glicerol  frío  al  10%  y  centrifugado  igual  que  antes.  Se 
descarta el sobrenadante y se resuspenden las células en 2 ml de 10% de glicerol. Las 
células  fueron  alicuotadas  en  tubos  de  microcentrífuga  de  1.5  ml  (40  μl/tubo)  y 
colocadas en una caja con hielo seco y etanol hasta su congelación. Posteriormente se 
guardaron a ‐80ºC hasta su uso.  
 
2.2.4.3 Transformación 
Para transformar se descongelan los tubos de microcentrífuga con las alícuotas 
de células competentes guardados a ‐80 °C, se añaden entre 3‐5 μl de  la reacción de 
ligación, se mezclan suavemente con una punta de pipeta y se incuban durante 1 hora 
en hielo. Aplicar un golpe de calor de 45 segundos a 37 °C en un baño termostático de 
agua. Se añade 1 ml de SOC a las células y se incuba a 37 °C durante 45 minutos para 
permitir la expresión de los genes de resistencia a antibióticos.  A continuación 100 μl 
de  cultivo  fueron  sembrados  en  una  placa  de  LB  agar  contiendo  el  apropiado 
antibiótico e incubado a 37 °C durante toda la noche.  
 
2.2.4.4 Electroporación 
Las electroporaciones fueron llevadas a cabo en el electroporador Gene Pulser 
(Bio‐Rad  Laboratories,Hercules, CA, USA) bajo  las  siguientes  condiciones: 200 Ω, 2,5 
μF, 2,5 KV.  Cada transformación fue realizada de la siguiente manera: una alicuota de 
40 μl de células electrocompetentes fue descongela y mezclada con volumen de 1‐2.5 
μl  (0,05‐0,2μg/μl)  de  plásmido  disuelto  en  agua  o  reacción  de  ligado  previamente 
dializado  contra  agua  estéril  durante  30 minutos  a  temperatura    ambiente  usando 
filtros  tipo VS  (0.025 μM de  tamaño de poro; Millipore, Bedford, MA) para evitar un 
arco  eléctrico.  La  mezcla  se  añadió  a  una  cubeta  de  electroporación  (Bio‐Rad 
Laboratories,Hercules, CA, USA) estéril de 2 mm de distancia entre  los electrodos de 
aluminio previamente enfriada en hielo. Se aplicó un pulso eléctrico  sencillo de una 
duración de 5‐6 mseg  a la suspensión de células y DNA plasmídico, se añadió  1 ml de 
SOC  para  recuperar  las    células  y  se  transfirió  la mezcla  a    un  tubo  de  ensayo.    Se 
incubó  a  37°C  durante  45  minutos  y  luego  se  extendieron  unos    10‐50  μl    de 
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suspensión celular a cada placa de Petri con  agar y  medio selectivo utilizando un asa 
de  Drigalski  previamente  esterilizado  con  etanol  y  a  la  llama.  Se  incubaron  en  un 
incubador a 37 °C durante 20 horas o hasta que aparecieran colonias. 
 
2.2.5 Mutagénesis 
 
2.2.5.1 Mutagénesis aleatoria in vitro del plásmido pJRK1. 
El  plásmido  pJRK1  fue  purificado  usando Qiaprep  spin minipred  kit  (Qiagen, 
Valencia, CA). Tres microgramos del plásmido  pJRK1 fueron incubados en presencia de 
400 mM de hidroxilamina (NH2OH), 50 mM de fosfato potásico (pH 6.6), 100 mM EDTA 
en un  volumen final de 100 μl  durante una hora a 65 °C  seguido de una incubación a 
37°C  durante  toda  la  noche.    Todo  el  volumen  fue    dializado  contra  agua  estéril 
durante  dos  horas  a  temperatura    ambiente  usando  filtros  tipo  VS  (0.025  μM  de 
tamaño de poro; Millipore, Bedford, MA). A continuación se realizó precipitación con 
etanol y  lavado  con etanol al 70%. El DNA plasmídico  fue  resuspendido en 20 μl de 
agua destilada. 
 
2.2.5.2 Aislamiento de mutantes termosensibles. 
Células SK9714 electrocompetentes  fueron electrotransformadas con 80ng de 
plásmido mutagenizado  e  incubadas  a  30  °C  en  LB  suplementado  con  timina  y    50 
μg/ml   de  kanamicina.  Los  cultivos  fueron diluidos  cada  12 horas  con medio  fresco 
durante  tres  días,  de  forma  que  el  plásmido  residente  de  la  cepa  SK9714  fuera 
desplazado por aquellos plásmidos mutagenizados, que retuvieran actividad catalítica, 
al menos a 30 °C. A los tres días los cultivos fueron diluidos de tal forma que hubieran 
entre  300  y  3000  células/ml,  y  100  μl  fueron  sembrados  en  placas  de  LB  agar 
suplementado con 50 μg/ml  de timina y  50 μg/ml  de kanamicina e incubadas a 30 °C 
durante  toda  la noche. Al día  siguiente,  se  realizó una  réplica en placa   y  las placas 
replicadas fueron incubadas a 44 °C durante toda la noche.   
Una única colonia termosensible por transformación fue elegida para posterior 
análisis  asegurándonos  de  esta  forma  que  los  mutantes  fueron  generados  por 
independientes eventos mutagénicos. Los mutantes termosensibles fueron verificados 
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por su  incapacidad de crecimiento   en LB agar y LB  líquido conteniendo   50μg/ml de 
timina  y  50μg/ml  de  kanamicina  a    44°C.  Los  plásmidos  de  aquellos  mutantes 
termosensibles fueron aislados y retransformados en SK9714. Después de tres días los 
transformantes fueron cultivados a 44 °C para verificar que el fenotipo termosensible 
era conferido únicamente por el plásmido mutado. 
 
2.2.5.3 Replicación en placa. 
Cuando las colonias bacterianas eran apenas visibles a simple vista en la  placa 
maestra u original, fueron   transferidas de esta placa a otras   manteniendo el patrón 
original de distribución de  las  colonias en  la placa. Para ello,  se presionaba  la placa 
maestra suavemente sobre un paño de terciopelo estéril que estaba sujeto mediante 
un  aro  de metal  al  bloque  cilíndrico  de  replicación  de modo  que  las  colonias  eran 
transferidas  al  paño  de  terciopelo. A  continuación  una  nueva  placa  orientada  de  la 
misma manera que la original era ligeramente presionada sobre el terciopelo que tenía 
impresas las colonias de la placa original de forma que las colonias eran transferidas a 
la nueva placa. De esta misma forma varias placas fueron replicadas. Una  de las placas 
replicadas  fue incubada a 37 °C y otra a 44 °C mientras que la placa maestra así como 
otra  placa  de medio mínimo  replicada  fueron  incubadas  a  30  °C  durante  24  horas. 
Posteriormente  se  analizó  visualmente  la  capacidad  de  las  colonias  de  crecer  a  las 
diferentes  temperaturas. 
 
2.2.6 Marcaje de sondas de DNA. 
 
2.2.6.1 Marcaje radiactivo de oligonucleótidos en su extremo 5´. 
Entre 20 y 30 pmoles de oligonucleótido se marcaron con 50 μCi de γ‐32P ATP 
(>5.000 Ci/amol). Para realizar el marcaje radiactivo del extremo 5´ del oligonucleótido 
se utilizó la enzima polinucleótido kinasa del fago T4 (NEB, USA). La reacción  se realizó 
en presencia del buffer suministrado por la casa comercial y 10 unidades de la enzima . 
La mezcla se incubó durante exactamente 30 minutos a 37 °C. La eficiencia del marcaje 
fue  realizada mediante  la  aplicación  de  1μl  de  la  reacción  de marcaje  en  un  filtro 
Whatman  DE‐81.  Se  expuso  durante  15  minutos  bajo  una  lámpara  de  calor  y 
Materiales y métodos 
  94
cuantificación  en  un  contador  de  centelleo  Beckman  LS  2800.  Posteriormente  se 
realizaron dos  lavados con   una solución de fosfato sódico 0.5 M, un  lavado con agua 
destilada y otro con etanol al 95%. Finalmente, el filtro fue secado bajo  la exposición 
de  la  lámpara  de    calor  durante  15  minutos  y  cuantificación  en  el  contador  de 
centelleo. La diferencia entre  la cuantificación  inicial y final obtenida con el contador 
de  centelleo  nos  daba  el %  de  eficiencia  de  incorporación  del    γ‐32P ATP  a  nuestra 
sonda. 
 
2.2.6.2 Marcaje radiactivo de fragmentos de DNA. 
Los  amplicones  de  DNA  que  fueron  utilizados  como  sondas  para  las 
hibrididaciones fueron extraídos y purificados a partir de geles de agarosa tal y como 
se  describe  en  los  apartados  anteriores.  Aproximadamente  100  ng  de  dichos 
amplicones se marcaron radiactivamente untilizando 5 μCi de α ‐32P ATP (... Ci/amol). 
Para  ello  se  empleó  el  Strip‐EZ  DNA  labelling  Kit  (Ambion)  de  acuerdo  con  las 
instrucciones  del  fabricante.  La  eficiencia  del  marcaje  fue  realizada  mediante  la 
aplicación de 1μl de  la  reacción en un  filtro Whatman DE‐81, exposición durante 15 
minutos  bajo  una  lámpara  de  calor  y  cuantificación  en  un  contador  de  centelleo 
Beckman  LS  2800.  Posteriormente  se  realizaron  dos  lavados  con    una  solución  de 
fosfato  sódico  0.5  M,  una  lavado  con  agua  destilada  y  otro  con  etanol  al  95%. 
Finalmente, el filtro fue secado bajo  la exposición de  la  lámpara de   calor durante 15 
minutos  y  cuantificación  en  el  contador  de  centelleo.  La  diferencia  entre  la 
cuantificación  inicial  y  final  obtenida  con  el  contador  de  centelleo  nos  daba  la 
eficiencia de incorporación del  γ‐32P ATP a nuestra sonda. 
 
2.2.7 Extracción de Proteínas. 
 
Para  estudiar  el  fenómeno de  la    autorregulación de  la RNasa  E  así  como  la 
expresión de  FtsZ  y  FtsA  a  37°C  y 44  °C  se  aisló  el  contenido  total de proteínas de 
diferentes  cepas  y  se  analizó mediante  westenr  Blot  el  patrón  de  expresión.    Un 
volumen de 20 ml de cultivo de  las diversas cepas  fueron crecidas en medio  liquido 
Luria‐Bertani  suplementado con 50μl/ml de  timina y 20μl/ml de cloranfenicol   hasta 
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aproximadamente 80 unidades Klett. Sin embargo, para analizar  la autorregulación a 
44 °C, 20 ml de cultivo de cada cepa fue crecida hasta 40 unidades Klett a 30 °C y luego 
incubada  a  44°C,  por  al  menos  30  minutos  hasta  que  los  cultivos  alcanzaron 
aproximadamente  80  unidades  Klett.    Para  mantener  los  cultivos  en  la  fase 
exponencial  de  crecimiento,  estos  fueron  diluidos  con medio  fresco  atemperado  a 
44°C.  Las  células  fueron  recolectadas  a  8.000  rpm  a  4°C  durante  8  minutos  y 
resuspendidas  en  300μl  de  Sigma  Cell  Lysis  Buffer  B  (Sigma,  St.  Louis, MO,  USA) 
conteniendo 40μl/ml de inhibidor de proteasa (Roche,. Cada suspensión de células fue 
sonicada tres veces durante 15 segundos y luego centrifugadas a 13.000 rpm durante 
20 minutos  a  4°C.  El  pellet  fue  descartado  y  el  contenido  proteico  contenido  en  el 
sobrenadante fue determinado usando Bio‐Rad Protein Assay, el cual esta basado en el 
método de valoración de proteínas de Bradford (Bradford, 1976).  
 
2.2.7.1 Análisis de la expresión de la RNasa E mediante Western Blot. 
Las proteínas obtenidas fueron desnaturalizadas mediante  la  incubación a 100 
°C durante 5 minutos y  la adición de un volumen  igual de bufer de carga SDS/PAGE 
(60mM tris pH 6.8, 2% β‐mercaptanol, 2% SDS, 10% glicerol, 0.01% azul bromofenol). 
Unos  10μg  de  cada  muestra  de  proteína  fueron  electroforados  en  un  gel  al  8% 
SDS/PAGE  y  sumergido en búfer  (24.9 mM  tris base, 191.8mM  glicina  y 3.5 Dodecil 
sulfato de  sodio) a 150 V.  Las proteínas  fueron electrotransferidas a una membrana 
PVDF  (Immunobilon P, Millipore) en un bufer de  transferencia  (25mM  tris base, 20% 
metanol y 192 mM  glicina) a 100 V y a 4 C. La proteína RNasa E, fue detectada usando 
el anticuerpo RNasa E MAP, el cual reconoce los primeros 20 aminoacidos  del extremo 
N‐terminal en una dilución de 1:2000  (Ow et al., 2000). Posteriormente un  segundo 
anticuerpo, Anti‐ immunoglobulina de conejo, el cual esta acoplado con la peroxidasa 
del  rábano  fue  usada  para  facilitar  la  visualización  por  fluorescencia.  El  ECL  Plus™ 
Westenr  Blotting  Detection  Kit    (Amersham  Biosciences,  Piscastaway,  NJ,  USA)  fue 
usado  de  acuerdo  con  las  recomendaciones  de  los  fabricantes.  La  membrana  fue 
visualizada  usando  Storm  840™  phosphoimager  de    Amersham  Biosciences.  La 
cuantificación  de  las  imágenes  obtenidas  fueron  realizadas  usando  el  software 
ImageQuant v.5.2 elaborado por Molecular Dynamics.    
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2.2.8 Técnicas de microscopía. 
 
2.2.8.1 Microscopía de contraste de fase. 
Las  cepas  fueron  crecidas    hasta  60  unidades  klett    a  30°C    en  un  baño  en 
agitación  y  en medio  LB  líquido  suplementado  con  timina  y  cloranfenicol.  Una  vez 
alcanzada  las 60 unidades klett,  los cultivos   fueron transferidas a otro baño a 44°C y 
crecidas hasta 4 horas. Muestras de 2 ml fueron coleccionadas después del cambio de 
temperatura  y  a  diferentes  tiempos.  A  dichas  muestras  fue  añadido  40 µl  de 
gluteraldeído  y  centrifugada  a  5.000  rpm  durante  10  minutos.  Después  de  la 
centrifugación, el pellet fue resuspendido en 0.5 ml de LB frío.  Un volumen de 4 µl de 
cada suspensión de células fue colocado en un porta‐objetos previamente calentado a 
60°C y mezclado con  4 µl de 4% de agarosa de bajo punto de fusión. Un cubre‐objetos 
fue colocado encima del porta‐objetos y sellado con esmalte de uñas transparente. Las 
células fueron fotografiadas con un aumento de ×400 usado  un microscopio Zeiss.  
 
2.2.8.2 Microscopía de fluorescencia con DAPI. 
Las  cepas  estudiadas  fueron  crecidas  en  medio  líquido  Luria‐Bertani 
suplementado  con  timina  (50μl/ml)  y  kanamicina  (25μl/ml).  El  tiempo  cero  fue 
obtenido  cuando  los  cultivos  crecidos  a  37°C  en  agitación  alcanzaban 
aproximadamente las 40 unidades Klett, (1x108 cells/ml; No. 42 green filter) y el punto 
del  tiempo  2  horas  de  las muestras  fue  obtenido  después  de  2  horas  exactas  del 
cambio  de  temperatura.  Las  células  de  los  cultivos  fueron  recolectadas  por 
centrifugación  a  13.000  rpm,  a  4°C    durante  7  minutos.  Las  células  fueron 
inmovilizadas y teñidas con DAPI como previamente describieron (Hiraga et al., 1988). 
Las células fueron  lavadas   una vez   con solución salina (solución estéril de   0.84%) y 
luego resuspendidas en 1 ml de  la misma solución. Unos 10μl de  las muestras fueron 
extendidos en un porta‐objeto de cristal cubierto de poly‐L‐lysine (Polysciences, Inc.) y 
secado  a  temperatura  ambiente.  Las  muestras  fueron  fijadas  con  unas  gotas  de 
metanol durante 5 minutos. Después de  la fijación,  los portas fueron  lavados 6 veces 
con  agua  corriente  en  una  bandeja.    Posteriormente,  los  portas  fueron  secado  a 
Materiales y métodos 
   97
temperatura ambiente de nuevo para fijar la células completamente. Unos 10μl de una 
solución de DAPI (5μg/ml en solución salina), el cual se une al DNA, fueron depositados  
sobre    las muestras. Un  cubre  objeto  lavado  previamente  con  etanol  fue  colocado 
sobre la muestra. Una gota de aceite de inmersión fue colocada entre el cubre objeto y 
el objetivo. Las células  fueron    fotografiadas con una magnificación de 100X con una 
cámara  digital  Hamamatsu  (Shizuoka,  Japan)  modelo  C‐4742‐95  acoplada  a  un 
microscopio  de  fluorescencia  con  óptica  Nomarski  y  un  software  de  Improvision 
Openlab.  
 
2.2.9 Análisis bioinformático de la región N‐terminal. 
La búsqueda de  las secuencias de aminoácidos y nucleótidos fue realizada con 
el algoritmo BLAST frente  las bases de datos de secuencias  públicas.Nosotros usamos 
diferentes  bases  de  datos  de  secuencias  de  proteínas  pFAM  (http://www. 
sanger.ac.uk/Software/Pfam)  {Finn,  2008  #569}  ,COG  {Natale,  2000  #571;  Tatusov, 
2000  #572}  y  Prodom  {Corpet,  1998  #570}  para  analizar  la  posible  existencia  de 
dominios y motivos dentro de  la región restringida que comprende  los primeros 417 
aminoácidos de  la RNasa E. La base de datos especializada Pfam posee clasificaciones 
de familia de proteínas y datos de dominios de proteínas que nos permiten encontrar 
relaciones   entre dominios  funcionales entre proteína y cualquier otra propiedad de 
interés o clasificar así una proteína desconocida en una familia de proteína. 
 
2.2.10 Construcción de plásmidos 
 
 2.2.10.1 pUG21: Rne∆645 etiquetada con una poli‐his. 
Para  generar  exclusivamente  mutantes  de  la  región  catalítica  N‐terminal  y 
poderlos purificar para posteriormente  caracterizarlos  in vitro, nosotros  construimos 
un  nuevo  alelo    rne∆645‐His,  el  cual  codifica  la  proteína  Rne∆645  fusionada  a  un 
polipéptido corto de histidina (etiqueta His) en el extremo C‐terminal para facilitar  la 
purificación  de  la  proteína.  Para  construir    alelo  rneΔ645,  el  cual  codifica  para  una 
forma truncada de la RNasa E de 417 aminoácidos, que contiene el domino N‐terminal 
catalítico    fue  amplificado  usando  los  primers  rne‐BspHI  (5’‐
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AGTCTGTCATGAAAAGAATGTTAATCAAC‐3’)  y  rneΔ645‐BglII  (5’‐ATCAGTA 
GATCTTTCGTTGTCA  CGCACGGTGCC‐3’),  una  Pfu  DNA  polimerasa  (Stratagene)  y  el 
plásmido pMOK21  (rneΔ645) como molde. Los  sitos de  restricción  introducidos para 
BspHI   y BglII estás subrayados. El fragmento de PCR de 1.3 Kb obtenido fue digerido 
con las enzimas de restricción BspHI y BglII y el resultante fragmento fue clonado entre 
los sitios de restricción del vector de expresión pQE60 (Qiagen), el cual añade una cola 
de de histidina (His6‐tag) al extremo C‐terminal de  la proteína. El plásmido resultante 
pGU21 codifica una   versión truncada de  la RNasa E, que   consta de  los primeros 417 
aminoácidos  de  la  RNasa  E más  6  residuos  de  histidina.  Para  evaluar  la  actividad 
biológica de  la proteína Rne∆645‐His  realizamos experimentos de complementación.  
Estos ensayo de complementación consistieron en transformar el plásmido de pGU21 
en  la cepa termosensible SK6610  (rne‐1, recA56),  incapaz de crecer a  la temperatura 
no pervisiva de 44°C. Posteriormente los transformantes fueron sembrados  en placas 
de Petri con medio sólido y se evaluó su capacidad para  formar colonias o viabilidad 
después de incubarlos 24 horas a la temperatura no permisiva de 44°C. La presencia de 
colonias  a  las  24  horas  reveló  la  capacidad  de  la  proteína  Rne∆645‐His  de 
complementar a la cepa termosensible SK6610 (rne‐1, recA56). Iniciales experimentos 
de purificación demostraron obtener grandes cantidades de  la proteína Rne∆645‐His 
con  una  homogeneidad  mayor  al  95%,  usando  procedimiento  en  dos  pasos: 
precipitación mediante  amonio persulfato  y purificación usando  columnas de  resina 
cargada con nikel, Ni+ ‐NTA (QIagen). El plásmido resultante pUG21, fue transformado 
por choque térmico (CT) en  la cepa XL‐1Blue (Stratagene) generando  la cepa SK3234. 
La  actividad  biológica  del  nuevo  alelo  clonado  rneΔ645‐(his6)  fue  confirmada  por  la 
transformación del plásmido pUG21 en  la cepa SK6610 y el posterior crecimiento de 
los transformantes a 44 °C.  
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promotor T5                        rneΔ645    His‐tag 
AUG  GAA       1251 pb
   Dominio catalítico 
 
Figura 2.1 Plásmido pUG21. 
 
2.2.10.2 pJRK1: Rne∆645 
El plásmido pUGK21, el cual contiene el alelo rneΔ645‐(his6) fue digerido con las 
enzimas de restricción XbaI y XhoI. El resultante fragmento de restricción de 2.4 Kb fue 
aislado  del  gel  de  agarosa    y  purificado  usando  el  Kit  QIAquick  (QIAgen).  Este 
fragmento fue ligado a los sitios de restricción SalI y XbaI  del plásmido de 6‐8 número 
de  copias,  pWSK129  (Wang  and  Kushner,  1991),  dando  lugar  a  el  nuevo  plásmido 
pJRK1. Este plásmido  fue  transformado en SK9714 y el desplazamiento del plásmido 
residente dio lugar a la cepa SK3163. 
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3.1 Construcción de un mutante de E. coli por deleción del gen cromosómico rne.  
El análisis genético de la RNasa E es complicado de realizar debido a que esta 
enzima es esencial para la supervivencia de E. coli. La RNasa E (número de acceso 
P21513) es una proteína con actividad endorribonucleasa de 1061 aminoácidos. Sin 
embargo, sólo la región N-terminal de la RNasa E parece ser necesaria para la 
viabilidad celular {Lopez, 1999 #315}{Ow, 2000 #4} y es la región más conservada en 
una gran variedad de especies bacterianas {Kaberdin, 1998 #360}. En cambio,  la región 
C-terminal de la RNasa E, la cual no es esencial para la viabilidad de E. coli, está 
implicada en la formación del complejo multienzimático denominado degradosoma 
formado por las enzimas RNasa E, PNPasa, RhlB y enolasa. Los estudios genéticos hasta 
ahora realizados con diferentes mutantes para analizar el papel funcional in vivo de la 
RNasa E y del degradosoma son complejos de interpretar. Así por ejemplo, una  forma 
truncada de la RNasa E (rne∆225), la cual carece de los últimos 217 aminoácidos del 
extremo C-terminal e incapaz de asociarse a la PNPasa para forma el degradosoma, 
pero con una actividad catalítica normal, fue capaz de complementar a los mutantes 
termosensibles rne-1 y rne-3071 {Claverie-Martin, 1989 #8}. Sin embargo,  al poder 
funcionar la RNasa E  in vivo como un dímero {Mackie, 1997 #340} {Coburn, 1999 
#337}, la interpretación de los resultados obtenidos de esta complementación deben 
de tener en cuenta  que ambos alelos, rne-1 y el rne-3071, conducen a la síntesis de la 
RNasa E de longitud completa y con una actividad catalítica termosensible. Entonces 
aunque los mutantes termosensibles rne-1 y  rne-3071 puedan ser complementados 
por el alelo rne∆225 a 44°C {Claverie-Martin, 1989 #8} no es posible excluir la 
posibilidad de que la complementación de lugar a una mezcla de dímeros conteniendo 
una subunidad truncada Rne∆225 catalíticamente activa,  pero incapaz de formar el 
degradosoma y una subunidad de longitud completa Rne-1 o Rne-3071 catalíticamente 
defectuosa, pero conteniendo la región C-terminal de la RNasa E, con lo cual la PNPasa, 
RhlB y enolasa podrían asociarse, y por tanto, formar el degradosoma en el mutante 
rne-1 o rne-3071 complementado con rne∆225. Entonces, para el estudio del papel 
funcional del degradosoma de E. coli usando mutantes truncados de la RNasa E, no  es 
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útil utilizar este tipo de mutantes termosensibles. Además, el análisis de mutantes de 
la RNasa E expresadas a partir de plásmidos son complicadas debido al alto nivel de 
recombinación homóloga que ocurre entre el alelo de rne portado en el  plásmido y el 
gen situado en el cromosoma {Claverie-Martin, 1989 #8}. 
Para evitar todos los inconvenientes anteriormente comentados, en el análisis 
del papel funcional in vivo de la RNasa E y del degradosoma, nosotros decidimos 
generar una cepa de E. coli, con una deleción del gen rne cromosómico 
(rne∆1018::bla), en la cual  se reemplazó el sitio de unión al ribosoma y los primeros 
1018 aminoácidos de la proteína RNasa E por un cassette de resistencia a la ampicilina 
(Apr). Para generar una deleción cromosómica del gen rne, se usó una modificación del 
método de reemplazamiento génico descrito por Hamilton y colaboradores {Hamilton, 
1989 #553}. En nuestro caso particular el fragmento de  DNA XmnI-XmnI del gen rne el 
cual contenía los 212 nucleótidos de la región 5’UTR, el sitio de unión al ribosoma, y los 
primeros 1018 aminoácidos de la región codificante de la RNasa E,  fue reemplazado 
por otro fragmento de DNA portando el gen bla, que confiere la Apr, para generar el 
alelo rne∆1018::bla (Fig. 3.1). Posteriormente cointegrantes del plásmido pQLK61 
(derivado del plásmido pMAK705 conteniendo el cassette rne∆1018::bla) en la cepa 
MC1061 fueron resueltos en presencia del plásmido de bajo número de copias, 
pQLK26 (rne+ Kmr), el cual porta una copia del alelo salvaje del gen rne. Varios 
cointegrantes resueltos fueron obtenidos y todos ellos contenían la deleción del gen 
rne (rne∆1018::bla) insertado en el cromosoma a juzgar por los resultados del análisis 
mediante PCR (resultado no mostrado). El alelo rne∆1018::bla fue transducido dentro 
de la cepa derivada  de la MG1693 (thyA715) llevando el plásmido pQLK26 (rne+ Kmr) 
por co-transducción con pyrC. Después de este paso, el alelo recA56 fue introducido 
por co-transducción para prevenir la recombinación homóloga entre la secuencia 
residual del rne en el cromosoma y aquella portada por cualquier plásmido residente.  
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Figura 3.1. Representación esquemática de la construcción del alelo rneΔ1018::bla. En la parte superior se 
muestra la estructura del gen rne incluyendo el sitio de inicio de transcripción, y los codones de iniciación (AUG) y 
de terminación (UAA) de la traducción. La RNasa E contiene 1061 aminoácidos {Casaregola, 1994 #372} {Casaregola, 
1992 #373}. En la parte inferior se muestra el alelo rneΔ1018::bla  retiene 149 nucleótidos del 5’UTR del transcrito 
rne y el extremo 3’ de la  secuencia codificante, que codifica para  los últimos 43 aminoácidos del extremo C-
terminal de la proteína. El fragmento de DNA XmnI-XmnI del gen rne fue reemplazado por un cassette de expresión 
con el gen bla (Ap
r
) como se describe en materiales y métodos.  
 
Mediante análisis de PCR y Southern Blot (resultados no mostrados) fue 
confirmado la ausencia del gen rne en el cromosoma de la nueva cepa SK9705 
(rne∆1018::bla recA56/pQLK26 [rne+ Kmr]). Posteriormente transformamos la cepa 
SK9705 con el plásmido pSBK1 (rne+ Cmr) el cual es incompatible con el plásmido 
residente pQLK26 (rne+ Kmr). Los transformantes fueron crecidos en medio líquido LB 
suplementado con timina y cloranfenicol durante tres días para desplazar el plásmido 
residente y de este modo obtener la cepa SK9714 (rne∆1018::bla recA56/pSBK1 [rne+ 
Cmr]).  
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3.2 Introducción de mutaciones aleatorias en la región codificante del dominio 
catalítico de la RNasa E y selección de mutantes termosensibles.  
Debido a nuestro interés en determinar los aminoácidos de la RNasa E que 
rigen las bases moleculares implicadas en la catálisis y especificidad por el sustrato, 
nosotros decidimos, mediante mutagénesis química aleatoria in vitro, generar 
mutaciones al azar en el alelo rneΔ645-(his6). El plásmido pJRK1 [rne645 -(his6)  Km
r], 
codifica para una versión truncada y funcional de la RNasa E, que contiene los primeros 
417 aminoácidos de la región N-terminal de la RNasa E. Con el fin de generar 
mutaciones aleatorias dentro del dominio catalítico de la RNasa E, el plásmido pJRK1 
[rne645-(his6) Km
r] fue expuesto al agente mutagénico hidroxilamina, que actúa 
específicamente sobre las citosinas, añadiéndole un hidroxilo a su grupo amino y, por 
tanto, generando transiciones C→T. El conjunto de plásmidos expuesto al agente 
mutagénico fue posteriormente electrotransformado en la cepa SK9714 
(rne∆1018::bla recA56/pSBK1 [rne+ Cmr]) descrita anteriormente (ver apartado 3.1). 
Posteriormente, la incompatibilidad de plásmidos fue utilizada para desplazar el 
plásmido residente pSBK1 (rne+ Cmr) por los plásmidos mutagenizados a 30°C. 
Mediante esta estrategia la pérdida del plásmido residente, solo podía ser realizada 
por aquellos plásmidos mutagenizados que soportaran la viabilidad celular a al menos 
30°C. Por el contrario, aquellos plásmidos portadores de alelos mutantes de la RNasa E 
que codificaran para una RNasa E no funcional no serían capaces de desplazar el 
plásmido residente pSBK1 (rne+ Cmr) en la cepa SK9714 (rne∆1018::bla recA56/pSBK1 
[rne+ Cmr]). A continuación los transformantes fueron sembrados en placas de LB 
suplementado con timina y kanamicina e  incubados a 30°C. Al día siguiente las 
colonias obtenidas fueron replicadas en placas  e  incubadas a 44°C. De tal forma que 
aquellas colonias capaces de crecer a 30°C, pero incapaces de crecer a 44°C fueron 
seleccionadas como potenciales mutantes termosensibles de la RNasa E. Los plásmidos 
de las colonias termosensibles seleccionadas fueron purificados y secuenciados con el 
fin de identificar las mutaciones en el gen rne645-(his6). La secuenciación de estos 
plásmidos reveló cambios puntuales de nucleótidos en la secuencia del alelo rne645-
(his6), que provocaban cambios de un solo aminoácido en la secuencia de la proteína 
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truncada (Tabla 3.1). Por tanto, se seleccionaron seis mutantes puntuales 
termosensibles: SK3244  [rneΔ645/389-(his6) Km
r], SK3245 [rneΔ645/68-(his6) Km
r], 
SK3246 [rneΔ645/204-(his6) Km
r], SK3247 [rneΔ645/264-(his6) Km
r], SK3248 
[rneΔ645/126-(his6) Km
r] y SK3249 [rneΔ645/287-(his6) Km
r].  
 
Tabla 3. 1.  Posición del nucleótido modificado, naturaleza del cambio de nucleótido y de aminoácido dentro de la 
región catalítica  de la RNasa E de los mutantes termosensibles aislados. 
 
Las mutaciones detectadas fueron localizadas en los  diferentes subdominios 
del domino catalítico de la RNasa E descritos por Callagan y colaboradores (Fig. 3.2). 
Para verificar que las mutaciones identificadas por secuenciación eran las únicas 
responsables del fenotipo  termosensible observado en las cepas portadoras de dichos 
alelos y no a posibles mutaciones localizadas en otras regiones del plásmido, nosotros 
introdujimos las mismas mutaciones puntuales mediante mutagénesis dirigida in vitro 
usando el método de PCR solapante. Se usó como molde para la PCR el mismo 
plásmido pJRK1 [rneΔ645-(his6) Km
r], los primers mutagénicos, que incorporan la 
mutación deseada  y la Pfu DNA polimerasa (Stratagene). Los productos de PCR 
Plásmido Posición Cambio de base Cambio de aminoácido 
pJRK7 860 TCTTTT 287Ser(S)Phe(F) 
pJRK12 1165 CGTTGT 389 Arg(R)Cys(C) 
pJRK13 202 CTCTTC 68  Leu(L)Pro(P) 
pJRK21 611 CCGCTG 204 Pro(P)Leu(L) 
pJRK51    378   TATTGT 126 Tyr (Y)Cys(C) 
pJRK91 791 CCGCTG 264 Pro(P)Leu(L)     
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llevando las mutaciones específicas fueron digeridos con las enzimas de restricción 
KpnI y XbaI e intercambiado con el fragmento liberado del plásmido pJRK1 [rneΔ645-
(his6) Km
r] digerido con las mismas enzimas de restricción. Los plásmidos resultantes  
pJRK60 [rneΔ645/389-(his6) Km
r], pJRK61 [rneΔ645/68-(his6) Km
r], pJRK62 
[rneΔ645/204-(his6) Km
r], pJRK63 [rneΔ645/264-(his6) Km
r], pJRK64  [rneΔ645/126-
(his6) Km
r], pJRK65 [rneΔ645/287-(his6) Km
r] fueron transformados en SK9714 para 
producir las cepas SK3273 [rneΔ645/389-(his6) Km
r], SK3274  [rneΔ645/68-(his6) Km
r], 
SK3275 [rneΔ645/204-(his6) Km
r], SK3276 [rneΔ645/264-(his6) Km
r], SK3277   
[rneΔ645/126-(his6) Km
r] y SK3278 [rneΔ645/287-(his6) Km
r] respectivamente, después 
de desplazar el plásmido residente pSBK1 (rne+ Cmr). 
 
 
Figura 3.2. Localización de las mutaciones termosensibles. Representación esquemática del dominio catalítico 
mostrando los 5 subdominios identificados por análisis cristalográfico de rayos X realizado por Callagan y 
colaboradores {Callaghan, 2005 #250}. La localización de las mutaciones termosensibles identificadas es indicada 
mediante flechas. La figura no está dibujada a escala. 
 
3.3 La mutación 204 ProLeu  confiere termosensibilidad a la RNasa E de longitud 
completa. 
Para analizar el efecto de estas mutaciones en un contexto más fisiológico, 
nosotros introdujimos las mismas mutaciones puntuales en el gen rne, que codifica la 
RNasa E nativa de E. coli.  Mediante el método de PCR solapante  generamos los alelos 
mutantes usando el plásmido pSBK1 (rne+ Cmr) como molde, los primers mutagénicos  
y la Pfu DNA polimerasa (Stratagene). Los productos de PCR llevando las mutaciones 
específicas fueron digeridos con las enzimas de restricción NsII y PmlI e 
intercambiados con el fragmento del plásmido   pSBK1 (rne+ Cmr)   digerido con las 
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mismas enzimas de restricción. Los plásmidos pJR11 (rne-389 Cmr), pJRK22 (rne-204 
Cmr), pJRK92 (rne-264 Cmr), pJRK14 (rne-68 Cmr), pJRK15 (rne-126 Cmr) y pJRK16 (rne-
287 Cmr)  fueron transformados en SK9705 para producir las cepas SK3250 (rne-389 
Cmr), SK3251 (rne-204 Cmr), SK3252 (rne-264 Cmr), SK3253 (rne-68 Cmr), SK3254 (rne-
126 Cmr) y SK3255 (rne-287 Cmr) respectivamente después de desplazar el plásmido 
residente pQLK26 (rne+ Kmr).  Todas estas cepas fueron crecidas en medio líquido a 
44°C, y sorprendentemente, sólo la cepa SK3251 (rne-204 Cmr) fue incapaz de crecer a 
44°C (resultados no mostrados), mientras que las demás cepas fueron capaces de 
crecer a 44°C. Por tanto, de las seis mutaciones puntuales encontradas en el alelo 
rneΔ645-(his6)  sólo la mutación 204 ProLeu, fue capaz de conferir termosensibilidad 
a la RNasa E de longitud completa. Ante este sorprendente resultado, nosotros 
decidimos centrarnos en al análisis in vivo de la mutación 204 ProLeu contenida en 
la cepa SK3251 (rne-204 Cmr).  Para construir el plásmido de copia única pJRK40 (rne-
204 Smr/Spr), un fragmento del plásmido pJRK22 (rne-204 Cmr) digerido con las 
enzimas de restricción SacI y KnpI conteniendo el alelo rne-204 fue  insertado en el 
vector pMOK40 (Smr/Spr). El plásmido  pJR40 (rne-204/203 Spr) fue transformado en 
SK9714 y después de desplazar el plásmido residente pSBK1 (rne+ Cmr) fue 
transformado de nuevo con el plásmido pWSK129 (Kmr) para producir las cepa SK3260 
pJR40 (rne-204 Smr/Spr)/ pWSK129(Kmr). 
 
3.4 Generación del alelo mutante  rne645/204 con el promotor nativo de rne. 
Para estudiar el efecto funcional de la versión truncada Rne645/204 in vivo, se 
construyó el alelo termosensible rneΔ645/204 con el promotor nativo del gen rne. Este 
mutante fue construido mediante PCR solapante usando como molde el plásmido 
pMOK29 (rne645 Cmr), los primers mutagénicos p2.1 mut-1 y p2.1 mut-2, y la Pfu 
DNA polimerasa (Stratagene). El producto de PCR llevando las mutaciones específicas 
fueron digeridos con las enzimas de restricción KpnI y XbaI y clonado en pMOK29 
(rne645 Cmr)  de tal manera que se reemplaza el fragmento parental y no mutado del 
gen rne645 por el inserto portando la mutación deseada. Las mutaciones puntuales 
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de los alelos mutantes portados por los plásmidos resultantes fueron verificadas 
mediante secuenciación manual mientras que la secuencia completa del alelo mutante 
rne645/204 fue verificada por secuenciación automática. El plásmidos resultantes 
pJRK23 (rneΔ645/204 Kmr) fue transformado en SK9714 para producir la cepa SK3270. 
Para construir el plásmido de copia única pJRK42 (rneΔ645/204 Spr), un fragmento del 
plásmido pJRK23 (rneΔ645/204 Kmr) digerido con las enzimas de restricción SacI y 
KnpI conteniendo el alelo rneΔ645/204 fue insertado en el vector pMOK40 (Spr) 
previamente linearizado con las mismas enzimas de restricción. El plásmido  pJR42 
(rne- rneΔ645/204 Spr) fue transformado en SK9714 y después de desplazar el 
plásmido residente pSBK1 (rne+ Cmr) fue de nuevo transformado con el plásmido 
pWSK129 (Kmr) para producir la cepa SK3271 (rne-204/203 Spr)/ pWSK129(Kmr). 
 
3.5 Selección de un alelo supresor del mutante rne-204. 
Cuando un cultivo de la cepa termosensible SK3251 (rne-204 Cmr) crecido a 
37°C en LB  fue diluido, sembrado en placa de LB agar e incubado a 44°C, tres colonias 
fueron capaces de crecer. Estas colonias capaces de crecer a la temperatura no 
permisiva fueron purificadas y analizadas. La secuenciación completa de la región que 
codifica  el domino N-terminal catalítico del  alelo rne-204 en el  plásmido pJRK22 de 
una de las colonias (SK3257) reveló una transversión, C→G,  que provocaba el cambio 
del aminoácido 203 Ala(A) → Gly(G). Para confirmar que la transversión C→G era 
responsable de la supresión de la letalidad observada en SK3251 a 44°C, nosotros 
reconstruimos mediante mutagénesis dirigida  la mutación rne-204/203 usando el 
plásmido pJRK22 (rne-204 Cmr)  como molde y creando el  nuevo plásmido pJRK26 
(rne-204/203). La trasformación de pJRK26 (rne-204/203) en SK9705 y el posterior 
desplazamiento del plásmido pQLK26 (rne+ Kmr) resultó en la cepa en la cepa SK3269 
(rne-204/203 Cmr)) cuyas propiedades fenotípicas fueron idénticas al aislado original 
SK3257. Para construir el plásmido de copia única pJRK42 (rne-204/203 Spr), un 
fragmento del plásmido pJRK24 (rne-204/203 Cmr) digerido con las enzimas de 
restricción SacI y KnpI conteniendo el alelo rne-204/203 fue  insertado en el vector 
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pMOK40 (Spr) previamente linearizado con las mismas enzimas de restricción. El 
plásmido  pJR42 (rne-204/203 Spr) fue transformado en SK9714 y después de desplazar 
el plásmido residente pSBK1 (rne+ Cmr) fue transformado de nuevo con el plásmido 
pWSK129(Kmr) para producir las cepas SK3264 pJR42 (rne-204/203 Spr)/ 
pWSK129(Kmr). 
 
3.6 Análisis estructural de la región-terminal de la RNasa E.   
En colaboración con el Dr. B. C. Wang, del departamento de Bioquímica de la 
Universidad de Georgia, realizamos un análisis  bioinformático de los dominios que 
componen la proteína truncada RneΔ645  (417 aminoácidos) utilizando las bases de 
datos de secuencias de proteínas Prodom, pFAM y COG. El resultado de este análisis 
indicó la existencia de dos dominios estructurales perfectamente definidos: el dominio 
previamente descrito de unión a RNA S1 localizado entre los aminoácidos 35-135  y un 
nuevo dominio localizado entre los aminoácidos 147-392. La estructura secundaria 
estimada presenta un índice de similitud de 51.57 (≥ 50 es considerado significante) y 
consta de una serie de hélices α y hojas β alternantes conectadas mediante lazos. El 
posterior análisis bioinformático en 3D del plegamiento del nuevo dominio  (Fig 3.3)  
estimó una estructura de tipo barril TIM (Branden, C 1991 Struct Biol.). Este tipo de 
estructura fue primero identificado como el sitio catalítico  de la triosafosfato 
isomerasa (TIM). Si este modelo es correcto el sitio catalítico debería estar formado 
por alguno de aquellos residuos de aminoácidos situados  en los lazos que conectan el 
extremo terminal de las hélices α y las hojas β localizadas corrientes abajo.  
Puesto que el modelo estructural en barril TIM de la RNasa E predice una serie 
de ocho lazos, que podrían estar implicados en el corte de los enlaces fosfodiester o 
actividad endorribonucleasa, analizamos  las secuencias de estos ocho lazos. 
Sorprendentemente encontramos que algunas de estas regiones están mucho más 
conservadas que otras. El lazo seis (50% idéntico y 89% similar) y el siete (50% idéntico 
y 71% similar) son los más altamente conservados mientras el lazo uno (14% idéntico y  
43% similar) es el menos conservado. Los aminoácidos  conservados (en negrita) del 
lazo seis, AFQREVRLPSGGSIVIDST, están  presentes en las once RNasa E homólogas,  
Resultados 
112 
 
mientras que otros aminoácidos (subrayados) del mismo lazo están conservados entre 
la RNasa E y la RNasa G. Casualmente la mutación del alelo termosensible 
rneΔ645/287 reside en la serina del lazo seis conservada entre  diferentes homólogas a 
la RNasa E, esto podría sugerirnos a priori un papel esencial en la función de la RNasa 
E. Sin embargo, cuando la misma mutación del alelo rne∆645/287  fue transferida a la 
versión completa de la RNasa E, el nuevo mutante fue viable aunque sus propiedades 
de crecimiento estaban ligeramente  afectadas (resultado no mostrado). A pesar de 
que este modelo de barril TIM no muestra valiosa información estructural del sito 
catalítico, no todos los residuos altamente conservados están contenidos en estos 
ocho lazos indicados en la figura 3.3. Así por ejemplo, la secuencia del lazo que conecta 
la hoja siete con la hélice α ocho (LRDDLGGLIVIDFI) es un 69% idéntica y  un 100% 
similar entre la RNasa E y la RNasa G de E. coli, mientras que los residuos  marcados en 
negrita está conservados entre las once RNasa E homólogas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
113 
 
 
Figura 3.3. Estructura estimada tipo barril TIM de la región 147-392 de la RNasa E. Representacion gráfica del 
modelo estructural tipo barril TIM estimado para la región 147-392 del dominio catalítico de la RNasa E derivado del 
análisis bioinformático usando las bases de datos de secuencias de proteína Pfam, COG y Prodoms. El extremo N-
terminal comienza en el aminoácido 147, mientras el extremo C-terminal termina en el aminoácido 392 de la RNasa 
E. Los ocho lazos interiores que  conectan las α helices  con la hojas β,  localizadas corriente abajo empezando desde 
el extremo N-terminal, son señaladas por flechas negras. La localización de las  de los 4 alelos termosensibles de la 
rneΔ645  (rneΔ645/204, rneΔ645/264, rneΔ645/287 y rneΔ645/ 389) cuyas mutaciones residen en esta región son 
indicados por flechas rojas. La figura fue realizada usando el programa MOLSCRIT. 
 
3.7 Propiedades de crecimiento de los mutantes termosensibles de la RNasa E. 
Para estudiar el efecto en el crecimiento de los cultivos de las cepas portadoras 
de estos alelos mutantes rneΔ645/204 y rne-204  en plásmidos de 6-8 copias o de una 
copia por célula  en medio líquido, realizamos curvas de crecimiento a 37°C y 44°C. 
Nosotros comparamos los efectos de estos mutantes con la cepa control rne+, el 
mutante trucando rneΔ645 {Ow, 2002 #17} y los mutantes termosensibles rne-1 
{Apirion, 1978 #156}  y rne610 {Ow, 2000 #4}, que codifica para una proteína de 427 
aminoácidos de la RNasa E fusionado a los últimos 25 aminoácidos de la región C-
terminal en pauta de lectura. Los cultivos bacterianos fueron inicialmente crecidos a 
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30°C  hasta alcanzar la fase exponencial y posteriormente fueron transferidos a baños 
agitadores a 37°C o a 44°C. El crecimiento de las cepas a estas temperaturas se 
mantuvo durante al menos 6 horas y los cultivos fueron mantenidos todo el tiempo en 
fase exponencial mediante dilución con medio fresco.  
A 37°C la cepa 3270 (rneΔ645/204) muestra un crecimiento continuo, pero 
defectuoso, ya que posee un tiempo de generación  de 63 minutos, el doble  que el de 
la cepa control SK9714 (rne+). Además, su tasa de crecimiento es menor incluso que los 
mutantes  SK10103 (rne645),  SK9957 (rne610) SK3260 (rne-204) y SK9937 (rne-1). 
Sin embargo, a 44°C la cepa 3270 (rneΔ645/204) cesa su crecimiento entre los 60 y 90 
minutos después de la transferencia de los  cultivos de 30°C a 44°C al igual que los 
mutantes termosensibles SK3260 (rne-204) y SK9937 (rne-1), mientras que la cepa 
termosensible SK9957 (rne610) cesa su crecimiento a los 240 minutos del cambio de 
temperatura. Por otro lado, el mutante termosensible rne-204 muestra una tasa de 
crecimiento similar a la cepa control SK9714 (rne+) a 37°C, mientras el mutante rne-1 
mostró un crecimiento inferior a la cepa rne-204 a esta temperatura (Fig. 3.4). Sin 
embargo, a 44°C el mutante rne-204 tiene un comportamiento similar al mutante rne-
1, ya que su crecimiento cesa a los 90 minutos. Por último, no se observó ninguna 
diferencia en la tasa de crecimiento del mutante revertante rne-204/203 a 37°C y a 
44°C al compararla con la cepa control SK9714 (rne+).  
Nosotros también determinamos las propiedades de crecimiento en medio 
líquido de las diferentes cepas llevando estos alelos en plásmidos de una copia. Para 
realizar esto los alelos rne+, rne645, rne610, rne645/204, rne-1, rne-204 y rne-
204/203 fueron transferidos al plásmido pMOK40 {Ow, 2000 #4}, un vector de una 
copia por célula resistente a la espectinomicina. Bajo estas condiciones nosotros no 
encontramos significantes diferencias de las propiedades de crecimiento cuando los 
alelos  rne645/204 y   rne-204/203 estaban presentes en  plásmidos de copia sencilla 
o  6-8 copias. Por el contrario, los alelos termosensibles rne-204 y rne-1 muestran un 
cese del crecimiento a los 120 minutos aproximadamente, cuando se expresan en un  
plásmido de una copia y de 90 minutos cuando estaban presentes en 8-6 copias. En 
cambio, el alelo rne610 a 44°C, muestra un comportamiento contrario, ya que su 
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crecimiento cesaba a los 120 minutos cuando estaba presente en copia única y no a las 
cuatro horas como ocurría cuando estaba presente en 8-6 copias. Por tanto para el 
alelo rne610 la reducción del número de copias causa un cese más rápido del 
crecimiento al contrario de lo que ocurre para los alelos rne-204 y rne-1.Por otro lado, 
el alelo rneΔ645 crece más lento que el alelo salvaje rne+ y no muestra prácticamente 
diferencias en el crecimiento a 37°C y 44°C cuando está presente en plásmido de copia 
sencilla, aunque llama la atención que cuando es portado en un plásmido de 6-8 copias 
crece más rápido a 44°C (tiempo de generación 36 min.) que a  la temperatura óptima 
de 37°C(tiempo de generación 44 min.). Cuando el mutante truncado rneΔ645 sólo 
mostraba un aumento del tiempo de generación cuando estaba presente en una copia 
respecto a 8-6 copias a 44°C. 
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Figura 3.4. Curvas de crecimiento a 37°C (A) y 44°C (B) de las cepas llevado los alelos rne
+
, rne-1, rne-204 y rne-
204/203 en plásmidos de 6-8 copias por célula. Las curvas de crecimiento fueron realizadas como se describe en la 
sección de materiales y métodos. Círculo negro, SK9714 (rne
+
); cuadrado rojo, SK9937 (rne-1); círculo azul SK3251 
(rne-204) y triangulo verde SK3270(rne645/204). 
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Tabla 3.2 Tiempos de generación de cepas rne1018 portando diferentes alelos de rne en plásmido de 1 copia por 
célula. Los datos representan la media de al menos tres experimentos independientes 
 
a. Genotipo cromosómico + genotipo plasmídico 
b. TS: termosensible. El crecimiento en medio líquido LB se detiene aproximadamente a los 120 minutos después de 
transferirlo a 44°C. 
c. TS: termosensible. El crecimiento en medio líquido LB se detiene aproximadamente entre los 60 y 90 minutos después de 
transferirlo a 44°C. 
 
 
 
            Cepa 
 
 
 
Genotipoa 
 
              Tiempo de generación (min) 
              37°C                                   44°C 
SK10143 rne1018+rne+                30 30 
SK10144 rne1018+rne-1 39 TS
b 
SK3260 rne1018+rne-204 32 TS
b 
SK3264 rne1018+rne-204/203 32 31 
SK2685 rne1018+rne645 46 47 
SK2681 rne1018+ rne610 61 TS
b 
SK3271 rne1018+rne645/204 59 TS
c 
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Tabla 3.3 Tiempos de generación de diferentes cepas rne1018 portando diferentes alelos de rne en  plásmido de 
6-8 copias por célula. Los datos representan la media de al menos tres experimentos independientes. 
 
a. Genotipo cromosómico+genotipo plasmídico 
b. TS: termosensible. El crecimiento en medio líquido LB se detiene aproximadamente a los 120 minutos después de 
transferirlo a 44°C. 
c. TS: termosensible. El crecimiento en medio líquido LB se detiene aproximadamente entre los 60 y 90 minutos después de 
transferirlo a 44°C. 
d. TS: termosensible. El crecimiento en medio líquido LB se detiene aproximadamente a los 240 minutos después de 
transferirlo a 44°C. 
 
 
 
 
 
            Cepa 
 
 
 
Genotipoa 
 
   Tiempo de generación (min) 
               37°C                                 44°C 
SK9714 rne1018+rne+                31 31 
SK9937 rne1018+rne-1 42 TS
b 
SK3251 rne1018+rne-204 32 TS
b 
SK3269 rne1018+rne-204/203 32 31 
SK10103 rne1018+rne645 44 36 
SK9957 rne1018+ rne610 57 TS
d 
SK3270 rne1018+rne645/204 63 TS
c 
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 3.8 Los alelos mutantes rne-204 y rne∆645/204 son inviables a 44°C. 
Las curvas de crecimiento de los alelos rne∆645/204 y rne-204 mostraban un 
cese del crecimiento de estos mutantes a 44°C. Para demostrar si estos dos nuevos 
mutantes termosensibles de la RNasa E no eran viables a 44°C  decidimos realizar un 
experimento de viabilidad celular, en el cual examinamos la habilidad de estos 
mutantes para formar colonias en placas de medio sólido después de crecer los 
cultivos de las cepas mutantes en medio líquido a 44°C. Las distintas cepas utilizadas 
en este experimento eran isogénicas y portaban el alelo salvaje o mutante del gen rne 
en plásmidos de una sola copia por célula. Varias diferencias fueron observadas entre 
los mutantes rneΔ645/204 y rne-204 al compararlos con la cepa control rne+  y con el 
mutante termosensible rne-1, como se muestra en la figura 3.5. Se observa que la 
viabilidad celular de los mutantes  rne645/204 y rne-1 empieza a decrecer a los  30 
minutos después de haber transferido los cultivos crecidos en un incubador a  30°C y 
en fase exponencial a otro incubador a  44°C. A pesar que la  magnitud de la caída de la 
viabilidad celular para los mutantes rneΔ645/204 y rne-1 fueron similares (~10 veces) 
después de 240 minutos a 44 °C, el alelo rneΔ645/204 presenta una tasa de 
disminución de la viabilidad celular  más rápida que el alelo rne-1. El  mutante  rne-204 
mostraba una caída menos drástica (~5 veces) y comenzaba algo más tarde, 
aproximadamente a los 60 minutos después de incubarlo a la temperatura no 
permisiva (Fig. 3.5 B). Además, presentaba una tasa de disminución de la viabilidad 
celular menor que los mutantes rneΔ645/204 y rne-1. Por el contrario, y como era de 
esperar, en la cepa control  SK10143  (rne+), la capacidad de formar colonias a 44°C no 
fue perturbada. Curiosamente, y de forma similar a lo que había sido descrito 
anteriormente para el mutante termosensible rne-3071 {Goldblum, 1981 #568}, la 
densidad óptica de los cultivos de SK10144 (rne-1) y SK3260 (rne-204) aumentaba 
después de incubarlos a 44°C hasta los 120 minutos y luego se detiene, mientras el  
incremento de la absorbancia de la cepa SK3271 (rne645/204) se detiene a las 60 
minutos  (Fig. 3.5 A). En el caso de la cepa control SK10143  (rne+), y como era de 
esperar, la absorbancia aumenta de forma exponencial. Por tanto, existe una 
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correlación directa entre la viabilidad celular y el efecto fenotípico de crecimiento 
observado tanto en medio líquido como en medio sólido a 44°C para los mutantes.  
 
 Figura 3.5. Análisis de las propiedades de crecimiento y unidades formadoras de colonias de los mutantes 
termosensibles rne204 y rne∆645/204 a 44°C. Unidades formadoras de colonias representan el número de células 
presentes en el cultivo líquido crecidas previamente  a  44°C durante un periodo de tiempo  y capaces de formar 
colonias cuando son sembradas en placas de medio sólido  e incubadas  a una temperatura permisiva (30 °C). A) Los 
cultivos de SK10143 (salvaje; ), SK10144 (rne-1; ), SK3260 (rne-204; ) y SK3271 (rne∆645/204; ) fueron crecidos 
a 30 °C con vigorosa agitación, en medio líquido de Luria suplementado con timina (50μg ml
-1
), espectromicina () y 
kanamicina (), hasta aproximadamente 40 unidades Klett (filtro verde Nº 42, 1x10
8
 células/ml). Cuando se alcanzó 
esta densidad, los cultivos fueron transferidos a un baño a 44 °C y en agitación. Posteriormente, cada 30 minutos los 
cultivos fueron diluidos con medio fresco a 44 °C. Cada 30 minutos se leyeron las unidades Klett de los cultivos  y  se 
ajustaron con el correspondiente factor de dilución para elaborar la curva de crecimiento. B) Muestras de los 
cultivos líquidos de  SK10143 (salvaje; ), SK10144 (rne-1; ), SK3260 (rne-204; ) y SK3271 (rne∆645/204; ) fueron 
obtenidas cada 30 minutos después de haber sido transferidas a 44 °C, diluidas en solución salina y sembradas en 
placas de LB agar suplementado con timina, espectromicina y kanamicina. Las placas fueron incubadas a 30 °C 
durante 48 horas y luego las colonias fueron contadas con un contador electrónico de colonias. 
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3.9 Procesamiento del 9S rRNA en los mutantes. 
La RNasa E fue inicialmente descubierta por su implicación en la maduración 
del  5S rRNA a partir del precursor de mayor tamaño  9S rRNA {Apirion, 1978 #156}, 
debido a que se observó en el mutante termosensible rne-1 una acumulación de 
precursores del 5S rRNA no procesados a la temperatura no permisiva {Ow, 2000 
#4}{Apirion, 1978 #156}. Se examinó si el procesamiento del 5S rRNA in vivo estaba 
afectado en los mutantes termosensibles rne-204 y rne∆645/204, y además, se 
determinó si los precursores del 5S rRNA eran procesados en el doble mutante 
revertante rne-204/203 con igual eficiencia que  en la cepa control (rne+). Para ello,  se 
aisló RNA total en crecimiento equilibrado a 37°C y 44°C de las cepas SK10143 (rne+), 
SK10144 (rne-1), SK3260 (rne-204), SK3264 (rne-204/203), SK2685 (rne∆645), SK2681 
(rne∆610) y SK3271 (rne∆645/204)  portando los diferentes alelos rne en plásmidos de 
una copia. Se realizaron Northern Blots, utilizando como sonda  el oligonucleótido 
complementario al 5S rRNA (PB5SRNA 5’CGCTACGGCGTTTCACTTCT3’), marcado 
radiactivamente. Para cada una de las muestras se determinó la fracción procesada 
(FP) y la cantidad relativa (CR). La FP representa el valor de la  fracción procesada del 
5Sr RNA maduro relativo a la cantidad total de especies procesadas y no procesadas de 
cada muestra, mientras que la CR representa la cantidad de 5S rRNA maduro en cada 
una de las cepas mutantes relativo a la cantidad de 5S rRNA maduro de la cepa control 
SK10143 (rne+) a 37°C y 44°C (Fig. 3.6 y 3.7).  
 
3.10 El procesamiento in vivo del 5SrRNA es defectuoso en el mutante rne∆645/204 y 
no es dependiente del degradosoma.     
El procesamiento del 9S rRNA fue relativamente normal a 37°C en los mutantes 
rne∆645, rne∆610 y rne∆645/204 (Fig. 3.6; carriles 2,3 y 4) cuando lo comparamos con 
la cepa control (rne+) (Fig. 3.6; carril 1), aunque una pequeña cantidad de largos 
intermediarios fueron detectados en estos mutantes truncados bajo largas 
exposiciones del autorradiograma. A pesar de que  el mutante rne∆645/204  procesa el 
9S rRNA relativamente normal a 37°C  bajo nuestras condiciones experimentales (Fig. 
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3.6; carril 4), un significante número de largos intermediarios y una menor cantidad del 
producto  5SrRNA maduro fueron observados in vivo a 44°C (Fig. 3.6; carril 8). En 
contraste, el procesamiento del 9S rRNA del mutante  rne∆645 a 44°C (Fig. 3.6;  carril 
6) fue idéntico al observado a 37°C (Fig. 3.6;  carril 2), algo menos eficiente fue el 
procesamientos en el mutante rne∆610, aunque no tanto como el observado en el 
mutante  rne∆645/204  a 44°C (Fig. 3.6;  carriles 7 y 8). Los valores de la FP en los 
mutantes rne∆645, rne∆645/204  y rne∆610  fue esencialmente idéntica a la cepa 
control (rne+) a 37°C (figura 1; carriles 1, 2, 3 y 4). Sin embargo, no ocurrió lo mismo a 
44°C donde el mutante  rne∆645/204 presentaba  una menor capacidad de 
procesamiento (59% con respecto a la cepa control) e incluso una nueva especie 
intermediaria (Fig. 3.6 señalada con un asterisco). 
 
3.11 El procesamiento in vivo del 5SrRNA es defectuoso en el mutante rne-204 y 
restablecido en doble mutante revertante rne-204/203.    
Como podemos apreciar en la figura 3.7, a 37°C el procesamiento del 9S rRNA 
del mutante rne-204 es similar a la cepa control SK10143 (rne1018::bla  rne+) (Fig. 3.7 
; comparar carriles 1 y 3), tampoco encontramos diferencias entre las CR del 5S rRNA 
maduro del doble mutante revertante rne-204/203 y el mutante rne-204 (Fig. 3.7; 
comparar carriles 3 y 4). Sin embargo, el mutante rne-1 muestra un ligero defecto en el 
procesamiento del 9S rRNA y una menor CR del 5S rRNA maduro al comparado con la 
cepa control (Fig. 3.7; comparar carriles 1 y 2). Como era de esperar, a la temperatura 
no permisiva de 44°C, el mutante rne-1 presentaba una significativa disminución del 5S 
rRNA y una acumulación de una variedad de precursores del 5S rRNA (Fig. 3.7; carril 6).  
En el mutante rne-204 se observó un defecto similar, aunque menos acusado, en la 
maduración del 5S rRNA a 44°C al observado en el mutante rne-1 (Fig. 3.7; carril 7), 
pero sin diferencias en el patrón de intermediarios del procesamiento entre ambos 
mutantes. En contraste, y como esperábamos, el supresor intragénico rne-204/203 
mostró un valor de FP y una cantidad de 5S rRNA maduro similares a la cepa control  
rne+ a 44°C. 
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Figura 3.6 Procesamiento in vivo del 9S rRNA de varios mutantes truncados de la RNasa E.  El RNA total fue aislado 
en estado equilibrado de cultivos celulares crecidos a 37°C y 44°C durante 2 horas. Equivalente cantidades de RNA 
(5μg) fueron cargadas en cada carril y separado mediante electroforesis en un 6% PAGE-7M urea, electrotransferido 
a una membrana de nylon (MSI MagnaCharge; Osmomnics) e hibridada con una sonda marcada radiactivamente en 
el extremo 5’ (PB5SRNA; 5’-CGCTACGGCGTTTCACTTCT-3’) específica para el 5S rRNA {Babitzke, 1991 #3}. En el lado 
izquierdo, la flecha más ancha e inferior muestra la localización del 5S rRNA maduro mientras que las bandas por 
encima del 5S rRNA, señaladas con flechas delgadas,  son especies intermediarias procesadas. la nueva especie 
intermediaria identificada es señalada con un asterisco. La fracción procesada (FP) representa la fracción de 5S 
rRNA maduro relativo a la cantidad total de especies procesadas y no procesadas en cada cepa. La cantidad relativa 
(CR) es la cantidad de 5S rRNA maduro en cada mutante relativo a la cepa control (rne
+
).  Carriles 1 y 5, 
SK10143(rne1018::bla  rne
+
); carriles 2 y 6, SK2685(rne1018::bla rne645); carriles 3 y 7, SK2681(rne1018::bla 
rne610) y  carriles 4 y 8  SK3271 (rne1018::bla  rne645/204). 
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Figura 3.7 Procesamiento in vivo del 9S rRNA de varios mutante de la RNasa E.  El RNA total fue obtenido de 
cultivos celulares crecidos a 37°C y 44°C durante 2 horas. Equivalente cantidades de RNA (5μg) total en estado 
equilibrado fue separado mediante electroforesis  en cada carril de un 6% PAGE-7M urea, electransferido a una 
membrana de nylon (MSI MagnaCharge; Osmomnics) e hibridada con una sonda marcada radiactivamente en el 
extremo 5’ (PB5SRNA; 5’-CGCTACGGCGTTTCACTTCT-3’) específica para el 5S rRNA {Babitzke, 1991 #3}. En el lado 
izquierdo, la flecha más ancha muestra la localización del 5S rRNA maduro mientras que las bandas por encima del 
5S rRNA son intermediarios procesados. La fracción procesada (FP) representa la fracción de 5S rRNA maduro 
relativo a la cantidad total de especies procesadas y no procesadas en cada cepa. La cantidad relativa (CR) es la 
cantidad de 5S rRNA maduro en cada mutante relativo a la cepa control (rne
+
).   Carril 1 y 5, SK10143(rne1018::bla  
rne
+
); carril 2 y 6, SK10144 (rne1018::bla rne-1); carril 3 y 7, SK3260 (rne1018::bla rne-204) y  carril 4 y 8 SK3264  
(rne1018::bla  rne-204/203). 
 
 
3.12 Análisis del Procesamiento de t-RNA en los mutantes de la RNasa E. 
En 1981 Ray y Apirion {Ray, 1981 #139} observaron por primera vez una 
acumulación de precursores de tRNA a la temperatura no permisiva  en un mutante 
termosensible de la RNasa E. Varias líneas de investigación han demostrado que el 
procesamiento del extremo 5’ por la RNasa P requiere un corte inicial en el extremo 3’ 
llevado a cabo por la RNasa E {Ow, 2002 #17}. Además, ha sido demostrado que la 
RNasa E es requerida para catalizar la conversión de algunos transcritos policistrónicos 
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de tRNA en pre-tRNAs que posteriormente sufren un adicional procesamiento por la 
RNasa P y varias 3’-exonucleasas (RNasa II, RNasa BN, RNasa D, RNasa PH, RNasa T y 
PNPasa) {Li, 1996 #187} {Li, 2002 #172}{Ow, 2002 #17}. De hecho, se ha sugerido que 
el corte inicial de la RNasa E es esencial para la maduración de la mayoría  o todos los 
tRNAs {Ow, 2002 #17}. Por tanto, se analizó el procesamiento in vivo de diferentes 
tRNAs en las cepas SK10143  (rne+), SK2685 (rne645), SK2681 (rne610), SK3271 
(rne645/204), SK10144 (rne-1), SK3260 (rne203) y  SK3264 (rne203/204). Para ello  se 
aisló RNA total de las cepas crecidas inicialmente a  30°C hasta alcanzar la fase 
exponencial  y luego fueron transferidas a  37°C o 44°C durante 2 horas. Mediante 
análisis de Northern blot se estudió el nivel de procesamiento de varios tRNAs, 
incluyendo tres tRNAs (tRNAHis, tRNAPro y tRNACys) derivados de transcritos 
policistrónicos y un tRNA monocistrónico (tRNAAsn) a las diferentes temperaturas  y se 
comparó con la cepa control SK10143 (rne+). Estos tRNAs fueron elegidos porque 
representan las tres clases de tRNAs descritas por Ow y Kushner {Ow, 2002 #17} 
basado en el nivel de eficiencia  del procesamiento.  La clase I representa  aquellos 
tRNAs que son procesados eficientemente, de tal manera que en crecimiento 
equilibrado entre el 95-99% del precursor del tRNA se encuentra en forma madura en 
la cepa salvaje  (por ejemplo, tRNAAsn). La clase 2 representa aquel grupo de tRNAs que 
son procesados ineficientemente de tal forma que entre un 28-30% del precursor del 
tRNA existe en la forma madura (por ejemplo, tRNAHis y tRNACys). Además, cysT y hisR 
son genes únicos. La tercera clase representa aquellos tRNAs que fueron procesados 
con un nivel de eficiencia intermedio (por ejemplo, tRNAPro).  
En cuanto al procesamiento de tRNAPro  por las cepas SK10143  (rne+) y SK2685 
(rne645) no se observan diferencias en cuanto a  los valores de la  fracción procesada 
(PF) a 37°C y 44°C  (Fig. 3.8). Sin embargo, significantes cantidades de intermediarios 
no procesados fueron observados en las cepas  SK2681 (rne610) y SK3271 
(rne645/204) a 44°C. Además, a 37°C  se puede observar una reducción de la PF del 
mutante rne645/204. En el caso del tRNAAsn  (Fig. 3.8), hay cuatro independiente 
transcritos cada uno conteniendo entre 9 y 10 nucleótidos extra en el extremo 5’ pero 
con longitudes variables en el extremo 3’ (asnT, 230 nt; asnW, 210 nt; asnU y asnV, 
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120 nt). En las cepas SK2681 (rne610) y SK3271 (rne645/204) había una 
acumulación de pre-tRNAAsn a 44°C y no hay diferencias en cuanto a las especies 
procesadas  por la RNasa E en su extremo 3’. En contraste, en las cepas SK10143  (rne+) 
y SK2685 (rne645) no se aprecian precursores y el tRNA es completamente procesado 
a 37°C y 44°C.  Sin embargo, al igual que en el caso del tRNAPro, el mutante 
rne645/204 es más defectivo en la maduración del tRNAAsn que el mutante 
termosensible rne610 a juzgar por su valor de PF.  En el mutante rne645/204 y 
rne610  solamente se acumulan los pre-tRNAAsn  que contiene los extremo 3’ 
inmaduros, es decir, especies de (220, 200 y 110). El procesamiento del tRNAAsn en el 
mutante rne645/204 se aprecia una  especie de 85 nt la cual contiene el extremo 5’ 
no procesado (Fig 3.8 marca con asterisco). Esto  puede ser a una disminución de la 
actividad de la RNasa P en la célual debido a un fallo en el procesamiento de la 
subunidad M1 RNA de la RNasa P, relacionada con la inactividad de la RNasa E a la 
temperatura no permisiva. 
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Figura 3.8 Análisis de la maduración de los tRNA
Pro
 y  tRNA
Asn
 en varios mutantes de la RNasa E. RNA total de 
varias cepas fue aislado después de que las cepas fueran transferidas  a 37°C o 44°C durante 120 minutos como se 
describe en la sección de materiales y métodos. La cantidad de 5µgr de RNA total fue cargada en cada carril  de un 
gel de poliacrilamida al 8% y 7 M de urea. Después de la transferencia, la membrana fue hibridada con 
oligonucleótidos de DNA  marcados radiactivamente en el extremo 5’ y complementarios a los tRNA
Pro
 y  tRNA
Asn
 
maduros. Los RNA Las flechas indican los tRNAs maduros. CR (cantidad realtiva) indica la cantidad de tRNA con 
respecto la cantidad de la cepa  SK10143  (rne
+
). PF (fracción procesada) indica la fracción de tRNA maduro relativa 
a la cantidad total de tRNA maduro e inmaduro..Todos los alelos están en plásmidos de copia sencilla en una cepa 
con la delecion cromosómica rne∆1018::bla. Carriles 1, 5, 9 y 13,  SK10143  (rne
+
); carriles 2, 6, 10 y 14, SK2685 
(rne645); carriles 3, 7, 11 y 15, SK2681 (rne610) y carriles 4, 8, 12 y 16 SK3271 (rne645/204).  
 
El procesamiento tRNAHis se observa que no es tan eficiente en la cepa SK10143  
(rne+) como ocurría con  tRNAPro y tRNAAsn. En este caso, en todos los mutantes 
truncados se observa una  acumulación de especies precursores tanto a 37°C como a 
44°C, aunque son más significativas estas especies precursores en las cepas SK2681 
(rne610) y SK3271 (rne645/204) con valores de PF de 0.03 y 0.02 respectivamente. 
El procesamiento del tRNACys fue similar  al procesamiento del tRNAHis. Se observa una 
baja eficiencia del procesamiento todas las cepas, pero más acusada en SK2681 
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(rne610) y SK3271 (rne645/204) a 37°C y 44°C.Por tanto parece existir una 
correlación directa entre crecimiento celular y eficiencia del procesamiento de los 
tRNAs.  
 
 
Figura 3.9.  Análisis de la maduración de los tRNA
Cys
 y  tRNA
His
 en varios mutantes de la RNasa E. RNA total de 
varias cepas fue aislado después de que las cepas fueran transferidas  a 37°C o 44°C durante 120 minutos como se 
describe en la sección de materiales y métodos. La cantidad de 5µgr de RNA total fue cargada en cada carril  de un 
gel de poliacrilamida al 8% y 7 M de urea. Después de la transferencia, la membrana fue hibridada con 
oligonucleótidos de DNA  marcados radiactivamente en el extremo 5’ y complementarios a los tRNA
Cys
 y  tRNA
His
 
maduros. Los RNA Las flechas indican los tRNAs maduros. PF (fracción procesada) indica la fracción de tRNA maduro 
relativa a la cantidad total de tRNA maduro e inmaduro. CR (cantidad realtiva) indica la cantidad de tRNA con 
respecto la cantidad de la cepa  SK10143  (rne
+
). Todos los alelos están en plásmidos de copia sencilla en una cepa 
con la deleción cromosómica rne∆1018::bla. Carriles 17,21, 25 y 29  SK10143  (rne
+
); carriles 18, 22, 26 y 30 SK2685 
(rne645); carriles 19, 23, 27y 31 SK2681 (rne610) y carriles 20, 24, 28 y 32, SK3271 (rne645/204). 
 
 
Como esperábamos, la cepa SK10144 (rne-1) muestra un defecto parcial en el 
procesamiento de los tRNAPro,  tRNAAsn, tRNAHis y  tRNACys a 37°C como se puede 
observar por sus valores de PF (Fig. 3.10 y 3.11). Sin embargo, la cepa SK3260 (rne-204) 
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muestra una tasa de procesamiento similar  a la cepa control  SK10143  (rne+) a 37°C. 
Sin embargo, a 44°C se observa una disminución del nivel de procesamiento en los 
mutantes termosensibles, pero ligeramente más acusada en el mutante rne-1 con 
respecto al mutante rne-204.En contraste, el doble mutante supresor intragénico rne-
204/203 presenta unos niveles de procesamiento  de todos los tRNAs analizados 
similares a la cepa control  SK10143  (rne+) a 37°C y 44°C. Al igual que ocurre con los 
mutantes de las versiones truncadas de la RNasa E,  existe una correlación directa 
entre crecimiento celular y eficiencia del procesamiento de los tRNAs.  
 
 
Figura 3.10.  Análisis de la maduración de los tRNA
Pro
 y  tRNA
Asn
 en varios mutantes de la RNasa E. RNA total de 
varias cepas fue aislado después de que las cepas fueran transferidas  a 37°C o 44°C durante 120 minutos como se 
describe en la sección de materiales y métodos. La cantidad de 5µgr de RNA total fue cargada en cada carril  de un 
gel de poliacrilamida al 8% y 7 M de urea. Después de la transferencia, la membrana fue hibridada con 
oligonucleótidos de DNA  marcados radiactivamente en el extremo 5’ y complementarios a los tRNA
Pro
 y  tRNA
Asn
 
maduros. Los RNA Las flechas indican los tRNAs maduros. CR (cantidad realtiva) indica la cantidad de tRNA con 
respecto la cantidad de la cepa  SK10143  (rne
+
). PF (fracción procesada) indica la fracción de tRNA maduro relativa 
a la cantidad total de tRNA maduro e inmaduro. Todos los alelos están en plásmidos de copia sencilla en una cepa 
con la delecion cromosómica rne∆1018::bla. Carriles 1, 5, 9 y 13,  SK10143  (rne
+
); carriles 2, 6, 10 y 14,  
SK10144(rne-1); carriles 3, 7, 11 y 15, SK3260 (rne-204) y carriles 4, 8, 12 y 16, SK3264 (rne-203/204). 
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Figura 3.11  Análisis de la maduración de los tRNA
Cys
 y  tRNA
His
 en varios mutantes de la RNasa E. RNA total de 
varias cepas fue aislado después de que las cepas fueran transferidas  a 37°C o 44°C durante 120 minutos como se 
describe en la sección de materiales y métodos. La cantidad de 5µgr de RNA total fue cargada en cada carril  de un 
gel de poliacrilamida al 8% y 7 M de urea. Después de la transferencia, la membrana fue hibridada con 
oligonucleótidos de DNA  marcados radiactivamente en el extremo 5’ y complementarios a los tRNA
Cys
 y  tRNA
His
 
maduros. Los RNA Las flechas indican los tRNAs maduros. PF (fracción procesada) indica la fracción de tRNA maduro 
relativa a la cantidad total de tRNA maduro e inmaduro. CR (cantidad realtiva) indica la cantidad de tRNA con 
respecto la cantidad de la cepa  SK10143  (rne
+
) .Todos los alelos están en plásmidos de copia sencilla en una cepa 
con la delecion cromosómica rne∆1018::bla. Carriles 17,21,25 y 29  SK10143  (rne
+
); carriles 18,22,26 y 30  
SK10144(rne-1); carriles 19,23,27y 31 SK3260 (rne-204) y carriles 20,24,28 y 32, SK3264 (rne-203/204). 
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3.13 Análisis de la regulación de la síntesis de la RNasa E en los mutantes rne-204 y 
rne∆645/204. 
 
La autorregulación de los niveles de la proteína RNasa E es mediada por un 
corte específico de secuencia realizado por la misma RNasa E dentro de la región 5’-
UTR de su propio transcrito rne {Jain, 1995 #46} {Diwa, 2000 #40}  provocando una 
rápida degradación del transcrito. Por tanto, defectos en la actividad de la RNasa E 
deberían de afectar a la autorregulación al incrementar la estabilidad del transcrito 
rne. Esto resulta en un aumento de los niveles intracelulares de la proteína RNasa E 
{Ow, 2000 #4}. Para comprobar si la capacidad de autorregular la expresión de la 
RNasa E  estaba alterada en los mutantes rne-204 y rne645/204, nosotros realizamos 
un análisis cuantitativo mediante western blot de los niveles de  RNasa E a 37°C y 44°C 
en cepas llevando los alelos, rne+, rne-1, rne-204, rne-204/203, rne∆645, rne∆610 y 
rne∆645/204 en plásmidos de una copia o de 6-8 copias por célula. (Fig. 3.12, 3.13, 
3.15 y 3.16) Además, estudiamos si la autorregulación de la expresión de la RNasa E a 
44°C era restablecida en el doble mutante revertante, rne-204/203 (Fig. 3.15 y 3.16) 
 
3.14 El alelo rne∆645/204 no es autorregulado.  
Los alelos rne∆645, rne∆610  y rne∆645/204 contienen una región 5’-UTR 
idéntica  a la cepa salvaje con lo cual sus niveles de expresión podrían ser regulados 
por la acción de las versiones truncadas mutadas de la RNasa E, que estos alelos 
codifican. Al comparar los niveles de expresión de estos mutantes truncados con la 
cepa salvaje se observa que la autorregulación está afectada tanto a 37°C como a 44°C 
(Fig. 3.12 y 3.13). A 37°C observamos una pérdida de la autorregulación de los 
mutantes rne∆645, rne∆610 y rne∆645/204  ya que los niveles de expresión en estos 
mutantes truncados aumentan entre 10 y 5 veces cuando se expresan desde 
plásmidos de una copia (Fig. 3.12) y de entre 15 y 10 cuando se expresan desde 
plásmidos de 6-8 copias con respecto a los niveles en la cepa salvaje (Fig. 3.13). No se 
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observan diferencias importantes de expresión entre los alelos mutantes rne∆645 y 
rne∆610 a 37°C ni a 44°C cuando son expresados en plásmido de una copia (Fig. 3.12; 
comparar carriles 2 y 3), aunque cuando son expresados en plásmidos de 6-8 copias a 
37°C se observa un incremento de 1.26 veces  los niveles de Rne∆610 con respecto a 
Rne∆645 (Fig. 3.13; comparar carriles 2 y 3). Por el contrario, los niveles de 
Rne∆645/204 son 2 veces inferiores a 37°C (Fig. 3.12; comparar carriles 2 y 4) y 
aproximadamente 7 veces inferiores a 44°C con respecto a Rne∆645 cuando son 
expresados en plásmido de una copia (Fig 3.12; comparar carriles 2 y 4). Un resultado 
inesperado en este experimento fue la disminución drástica de la expresión de 
Rne∆645/204 a 44°C (Fig. 3.12 y 3.13 carril 8).    
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Figura 3.12. Análisis de los niveles intracelulares de la RNasa E en varias cepas mediante western blot. Los 
extractos de proteína total fueron  aislados  de cultivos crecidos exponencialmente a 37°C o cultivos crecidos 
primero a 30°C y luego transferidos a 44°C durante 2 horas.  La RNasa E fue detectada con el anticuerpo RNasa E-
MAP dirigido a los primeros 20 aminoácidos de la proteína y fue detectado usando el ELC plus system (GE 
Healthcare). Los western blot fueron  escaneados  y cuantificadado usando un  Storm 840 Phosphoroimager. La 
flecha del margen derecho indica la versión de longitud completa de la  RNasa E. La cantidad relativa de RNasa E en 
cada cepa y a cada temperatura es referida la cepa salvaje control rne
+
.  Todos los alelos fueron portados en 
plásmidos de una copia en cepas  que llevan el  alelo rne1018::bla en el cromosoma. El marcador de peso 
molecular de proteínas es  indicado en la izquierda. Carriles 1 y 4, SK10143  (rne
+
) ; Carriles 2 y 5, SK2685 (rne645); 
Carriles 3 y 6, SK2681 (rne610) ; Carriles 4 y 8 SK3271(rne645/204). 
 
Para averiguar si este descenso significativo de la expresión de Rne∆645/204  a 
44°C se debía a un disminución de su tasa de transcripción, realizamos un Northern 
blot con muestras de RNA total aisladas de las cepas SK10143(rne1018::bla  rne+), 
SK2685(rne1018::bla rne645), SK2681(rne1018::bla rne610) y SK3271 
(rne1018::bla  rne645/204) crecidas a 44°C durante 2 horas y en crecimiento 
equilibrado. Para nuestra sorpresa observamos una relación inversa entre el nivel de 
transcrito y expresión de RNasa E en  los mutantes truncados rne∆645, rne∆610  y 
rneΔ645/204 a 44°C. Como se puede apreciar claramente en la figura  3.14,  hay un 
incremento llamativo del mRNA del alelo rneΔ645/204 en estado estacionario a 44°C 
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muy superior al rne∆610 y rne∆645. Por tanto, esta disminución de la expresión de 
Rne∆645/204  a 44°C no se debe a una reducción de la transcripción.  
 
 
Figura 3.13  Análisis de los niveles intracelulares de la RNasa E en varias cepas mediante western blot. Los 
extractos de proteína total fueron  aislados  de cultivos crecidos exponencialmente a 37°C o cultivos crecidos 
primero a 30°C y luego transferidos a 44°C durante 2 horas.  La RNasa E fue detectada con el anticuerpo RNasa E-
MAP dirigido a los primeros 20 aminoácidos de la proteína y fue detectado usando el ELC plus system (GE 
Healthcare). Los western blot fueron  escaneados  y cuantificadado usando un  Storm 840 Phosphoroimager. La 
flecha del margen derecho indica la versión de longitud completa de la  RNasa E. La cantidad relativa de RNasa E en 
cada cepa y a cada temperatura es referida la cepa salvaje control rne
+
. Todos los alelos fueron portados en 
plásmidos de 6-8 copias  en cepas  que llevan el  alelo rne1018::bla en el cromosoma . El marcador de peso 
molecular de proteínas es  indicado en la izquierda. Carriles 1 y 4, SK9714 (rne
+
); Carriles 2 y 5, SK10103 (rne645); 
Carriles 3 y 6, SK9957(rne610); Carriles 4 y 8 SK3270, (rne645/204) 
 
Estos resultados indican  que la región C-terminal está implicada de algún 
modo en la autorregulación. Debido a que estos mutantes truncados presentan la 
misma región 5’UTR que la cepa salvaje, la desregulación puede deberse a una 
reducción de la capacidad de  la RNasa E para cortar en  la región 5’UTR por la 
ausencia de la región C-terminal en las versiones truncadas de la RNasa E in vivo. 
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Figura 3.14  Análisis del  nivel de mRNA rne de las diferentes RNasa E mutantes. RNA total fue extraído de células 
crecidas a 44°C y en crecimiento equilibrado. Igual cantidad de RNA total (5μg) fue cargada en cada carril de un gel 
de agarosa al 1.2%. Northern blot fue realizado como se describe en materiales y métodos usando una sonda de 
PCR marcada con 
32
P, la cual incluye todo el dominio N-terminal catalítico. Las flechas indican la localización de la 
bandas correspondiente al mRNA de la RNasa E completa y las versiones truncadas. 
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3.15  La autorregulación es alterada en el mutante  rne-204 y restaurada en el doble 
mutante revertante a 44°C. 
Cuando examinamos la autorregulación del mutante rne-204 y del doble 
mutante revertante rne-204/203 a 37°C y 44°C comparándola con el mutante 
termosensible rne-1, previamente descrito, y la cepa salvaje encontramos varias 
diferencias (Fig. 3.15 y 3.16). Al contrario del mutante  rne-1, el mutante rne-204, no 
muestra diferencias del nivel de expresión con respecto a la cepa salvaje a 37°C. En 
cambio a 44°C se observa una pérdida de la autorregulación similar a la que ocurre en 
el mutante rne-1. 
 
Figura 3.15  Análisis de los niveles intracelulares de la RNasa E en varias cepas mediante western blot. Los 
extractos de proteína total fueron  aislados  de cultivos crecidos exponencialmente a 37°C o cultivos crecidos 
primero a 30°C y luego transferidos a 44°C durante 2 horas.  La RNasa E fue detectada con el anticuerpo RNasa E-
MAP dirigido a los primeros 20 aminoácidos de la proteína y fue detectado usando el ELC plus system (GE 
Healthcare). Los western blot fueron  escaneados  y cuantificadado usando un  Storm 840 Phosphoroimager. La 
flecha del margen derecho indica la versión de longitud completa de la  RNasa E, mientras que las especies proteícas 
menores son producto de degradación  de la proteína completa. La cantidad relativa de RNasa E en cada cepa y a 
cada temperatura es referida la cepa salvaje control rne
+
. Todos los alelos fueron portados en plásmidos de una 
copia en cepas  que llevan el  alelo rne1018::bla en el cromosoma. El marcador de peso molecular de proteínas es  
indicado en la izquierda. Carriles 1 y 4,   SK10143 (rne
+
); Carriles 2 y 5, SK10144 (rne-1); Carriles 3 y 6, SK3260 (rne-
204) ; Carriles 4 y 8, SK3264 (rne-204/203). 
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A 44°C  el alelo supresor intragénico de segundo sitio, rne-204/203 restaura la 
autorregulación ya que los niveles de expresión de la RNasa E son similares a la cepa 
salvaje tanto  a 37°C (Fig. 3.15 y 3.16; comparar carriles 1 y 4) como a  44°C (Fig.  3.1 5 
y 3.16; comparar carriles 5 y 8). Por tanto, esta segunda mutación intragénica 
supresora ha revertido el carácter termosensible del mutante rne-204 y ha 
restablecido la autorregulación. Otro resultado apreciable es que los niveles de 
proteína de los mutantes termosensible se incrementan solo 2 veces cuando se 
expresa bajo un plásmido de 6-8 copias al compararlo con plásmidos de copia sencilla 
(comparar los carriles 6 y 7 de la Fig. 3.15 con la Fig. 3.16). Esto indica que la 
autorregulación no está totalmente afectada como cabría esperar si solo dependiera 
de la actividad de la RNasa E.  
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Figura 3.16 Análisis de los niveles intracelulares de la RNasa E en varias cepas mediante western blot. Los 
extractos de proteína total fueron  aislados  de cultivos crecidos exponencialmente a 37°C o cultivos crecidos 
primero a 30°C y luego transferidos a 44°C durante 2 horas.  La RNasa E fue detectada con el anticuerpo RNasa E-
MAP dirigido a los primeros 20 aminoácidos de la proteína y fue detectado usando el ELC plus system (GE 
Healthcare). Los western blot fueron  escaneados  y cuantificadado usando un  Storm 840 Phosphoroimager. La 
flecha del margen derecho indica la versión de longitud completa de la  RNasa E, mientras que las especies proteícas 
menores son producto de degradación  de la proteína completa. La cantidad relativa de RNasa E en cada cepa y a 
cada temperatura es referida la cepa salvaje control rne
+
. Todos los alelos fueron portados en plásmidos de 6-8 
copias en cepas  que llevan el  alelo rne1018::bla en el cromosoma  . El marcador de peso molecular de proteínas 
es  indicado en la izquierda. Carriles 1 y 4,  SK9714 (rne
+
) ; Carriles 2 y 5, SK9937 (rne-1); Carriles 3 y 6, SK3251 (rne-
204) ; Carriles 4 y 8, SK3269 (rne-204/203). 
 
3.16 Análisis de la degradación de mRNA en los mutantes rne-204 y rne645/204. 
 
La RNasa E juega un papel central en la iniciación endorribonucleolítica de la 
mayoría  de los mRNA celulares {Ow, 2000 #4} {Bernstein, 2004 #59} al que 
históricamente se le atribuido como la función esencial in vivo {Regnier, 2000 #725}. 
Como  demostramos en el apartado anterior, la falta de autorregulación en los 
mutantes rne-1, rne-204, rne645 y rne645/204  a la temperatura de 44°C, sugiere 
que estas enzimas son probablemente defectivas en  su capacidad de iniciar la 
endorribonucleolítica degradación de específicos mRNAs. Por el contrario, dado que el 
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doble mutante revertante rne-204/203 es capaz de restaurar la autorregulación 
probablemente presente un perfil de degradación de mRNAs similar a la cepa control. 
Para comprobar estas hipótesis directamente nosotros determinamos la vida media de 
6 transcritos diferentes (trxA, cspE, lpp, ompA, rpsO y rpsT), los cuales son RNasa E 
dependientes a 44°C en cepas llevando los alelos rne-1, rne-204, rne-204/203, 
rne645/204 y rne645, en plásmidos de una copia o de 6-8 copias por célula. Los 
valores de vida media de todos los transcritos analizados a 44°C muestran una enorme 
similitud con los valores de la cepa control. 
 
3.16.1 Degradación del mRNA trxA. 
El gen trxA, codifica para la tiorredoxina y su  mRNA monocistrónico de 493 
nucleótidos se expresa de forma constitutiva. In vitro la tioredoxina ha sido 
demostrado participar en la reducción de ribonucleotidos {Laurent, 1964 #730}, 
metionina sulfato {Gonzalez Porque, 1970 #731} {Tsang, 1976 #732} y reducción de 
puentes disulfuros {Holmgren, 1979 #734}. Además, la tioredoxina funciona como 
subunidad esencial de la DNA polimerasa del bacteriófago T7 {Mark, 1976 #735} y 
tiene un esencial papel en el ensamblaje de los bacteriófagos filamentosos f1 y M13 
{Russel, 1985 #736} {Russel, 1984 #737} {Lim, 1985 #738}. Experimentos in vivo previos 
han demostrado que incluso a la temperatura no permisiva existen tres especies del 
transcrito trxA. Se ha sugerido que este complejo patrón de bandas es consecuencia de 
la  acción de  múltiples rutas de degradación y algunas especies muestran una 
degradación más rápida que otras. La vida media del mRNA de trxA en la cepa control 
a 44°C, determinada por nosotros fue de 1.1 minutos, coincidiendo con valores 
previamente publicados {Ow, 2000 #4}. Cuando comparamos la vida media de la cepa 
control rne+ con los mutante truncados observamos un pequeño, pero reproducible 
incremento de la vida media de hasta 2 veces en el mutante rne645/204 y algo 
menor en el mutnate rne645. Como era de esperar en el mutante rne-1, se observó 
un ligero incremento de la vida media similar al encontrado en el mutante rne645, 
pero ligeramente inferior al encontrado en rne-204. Por el contrario, la vida media  del 
mRNA de trxA en el doble mutante revertante rne-204/203 es similar a la cepa control. 
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Un dato curioso es que se observan múltiples intermediarios entre las especies de 
transcritos más largas.  
 
 
Figura 3.17 Perfil de degradación del  mRNA de trxA. El análisis de la vida media del mRNA de trxA fue realizado 
mediante Northern Blot usando 5μg de RNA total de las cepas SK10143  (rne
+
), SK2685 (rne645), SK2681 
(rne610), SK3271(rne645/204), SK10144(rne-1), SK3260 (rne-204) y  SK3264( rne-204/203). Los números encima 
de cada carril indican el tiempo, en minutos, después de transferir los cultivos en crecimiento exponencial a 44°C y 
de añadir la rifampicina para parar la iniciación de la transcripción. 
 
3.16.2 Degradación de mRNA cspE.  
Un descenso brusco de la temperatura de crecimiento, llamado golpe de frío, 
es uno de los diferentes estrés ambientales que puede experimentar E. coli. El gen 
cspE, es fuertemente inducido por un golpe de frio y su capacidad inductora está 
relacionada con la región 5’-UTR, la cual muestra estructuras secundarias alternativas a 
37°C y 15°C. Ha sido sugerido que la RNasa E regula la estabilidad del transcrito 
posiblemente a través del ensamblaje del degradosoma {Uppal, 2008 #729}.  La vida 
media del mRNA de cspE de la cepa control rne+ a 44°C  fue de aproximadamente 3.3 
minutos similar al mutante revertante rne-204/203 mientras que en los  mutantes 
rne645 y rne645/204 la vida media aumentó 3 y 5 veces, respectivamente. Estos 
resultados parecen indicar que este transcrito es dependiente del degradosoma para 
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su correcta degradación, tal y como proponen Uppal y colaboradores {Uppal, 2008 
#729}. Como era de esperar el mutante rne-1 presenta una vida media superior de 3.6 
veces a la cepa salvaje, pero al igual que en el caso anterior, el transcrito trxA, este 
incremento es inferior al alcanzado por el mutante rne-204 (4.5 veces).   
 
Figura 3.18 Perfil de degradación del  mRNA de cspE. El análisis de la vida media del mRNA de cspE fue realizado 
mediante Northern Blot usando 5μg de RNA total de las cepas SK10143  (rne
+
), SK2685 (rne645), SK2681 
(rne610), SK3271(rne645/204), SK10144(rne-1), SK3260 (rne-204) y  SK3264( rne-204/203). Los números encima 
de cada carril indican el tiempo, en minutos, después de transferir los cultivos en crecimiento exponencial a 44°C y 
de añadir la rifampicina para parar la iniciación de la transcripción. 
 
3.16.3 Degradación de mRNA Lpp 
  Lpp es la principal lipoproteína de la membrana externa {Inouye, 1972 #739}, la 
cual mantiene la integridad de la superficie celular mediante la conexión de la 
membrana externa a la mureína {Suzuki, 1978 #740}. El mRNA de lpp  posee una alta 
estabilidad con un valor de vida media en la cepa control SK10143  (rne+) de casi 12 
minutos. El mutante rne645/204  muestra un incremento de 2 veces mientras que en 
el mutante rne645 se incrementa 1.4. Al igual que en los caso anteriores el doble 
mutante revertante no muestra diferencias significativas con la cepa control. En los 
mutantes rne-1 y rne-204 la estabilidad muestra un incremento de 2 veces con 
respecto a la cepa control SK10143  (rne+) (ver tabla 3.4). 
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Figura 3.19 Perfil de degradación del  mRNA de lpp .El análisis de la vida media del mRNA de lpp fue realizado 
mediante Northern Blot usando 5μg de RNA total de las cepas SK10143  (rne
+
), SK2685 (rne645), SK2681 
(rne610), SK3271(rne645/204), SK10144(rne-1), SK3260 (rne-204) y  SK3264( rne-204/203). Los números encima 
de cada carril indican el tiempo, en minutos, después de transferir los cultivos en crecimiento exponencial a 44°C y 
de añadir la rifampicina para parar la iniciación de la transcripción. 
 
3.16.4 Degradación de mRNA rpsO 
El mRNA de rspO es monocistrónico codifica para la proteína ribosomal S15. La 
degradación in vivo  del mRNA de rspO es la mejor caracterizada de todos los procesos 
de degradación de mRNA en E. coli {Hajnsdorf, 1996 #726}. El gen rpsO puede dar lugar 
principalmente a dos especies de mRNA que resultan de la terminación natural del 
transcrito primario en el sitio t1 o del procesamiento del transcrito primario por la 
RNasa III {Portier, 1987 #682} {Hajnsdorf, 1994 #728}.En concordancia con resultados 
previamente publicadas {Ow, 2000 #4} {Ow, 2003 #27}, nosotros encontramos un 
incremento significativo de la vida media del principal transcrito, rpsO P1-t1 {Hajnsdorf, 
1994 #728} desde 3 minutos en la cepa control hasta 12 en el mutante rne-1 (Fig. 3.20 
y tabla 3.4) y 17 minutos en el rne-204. En contraste las vidas medias del transcrito 
rpsO P1-RIII no son tan elevadas como en el transcrito anterior y las diferencias con 
respecto a la cepa control son mucho menores. Sorprendentemente, y a diferencia de 
rne-204 y rne-1,  el transcrito, rpsO P1-t1 aumenta su vida media en el los mutantes 
truncados de la RNasa E hasta 9 veces para el rne645 y 10 veces para el rne645/204. 
Se ha descrito que cualquier transcrito que escapa de la terminación t1, pero es 
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procesado por el sito distal de la RNasa III será probablemente recortado un proceso 
por exonucleolítico por la RNasa II o posiblemente por la PNPasa. Por tanto, el 
incremento de la vida media por la falta del degradosoma en los mutantes truncados 
indica que probablemente la degradación del transcrito rpsO P1-RIII es principalmente  
mediada por la PNPasa asociada al degradosoma. 
 
 
Figura 3.20 Perfil de degradación del  mRNA de rpsO.El análisis de la vida media del mRNA de rspO fue realizado 
mediante Northern Blot usando 5μg de RNA total de las cepas SK10143  (rne
+
), SK2685 (rne645), SK2681 
(rne610), SK3271 (rne645/204), SK10144(rne-1), SK3260 (rne-204) y  SK3264( rne-204/203). Los números encima 
de cada carril indican el tiempo, en minutos, después de transferir los cultivos en crecimiento exponencial a 44°C y 
de añadir la rifampicina para parar la iniciación de la transcripción. 
 
3.16.5 Degradación de mRNA ompA. 
El transcrito ompA de 1215 b, el cual codifica para la proteína de la membrana 
externa A tiene un importante papel estructural, está implicada en la estabilidad de la 
membrana externa y es requerida para la absorción de muchos fagos y para el 
comienzo de la conjugación. Su estabilidad es alta con respecto a los anteriores 
transcritos y depende de las regiones 5’ y 3’ UTR del transcrito. La cepa control 
muestra una vida media a 44°C de 6.5 minutos idéntica a la mostrada por el mutante 
rne-204/203. El mutante rne-1 incrementa su vida media hasta 3 veces al igual que 
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rne645, mientras que rne-204 y rne645/204 muestran un ligero incremento, pero 
reproducible. 
 
Figura 3.21 Perfil de degradación del  mRNA de ompA. El análisis de la vida media del mRNA de ompA  fue 
realizado mediante Northern Blot usando 5μg de RNA total de las cepas SK10143  (rne
+
), SK2685 (rne645), SK2681 
(rne610), SK3271 (rne645/204), SK10144(rne-1), SK3260 (rne-204) y  SK3264( rne-204/203). Los números encima 
de cada carril indican el tiempo, en minutos, después de transferir los cultivos en crecimiento exponencial a 44°C y 
de añadir la rifampicina para parar la iniciación de la transcripción. 
 
3.16.6 Degradación de mRNA rpsT. 
Al igual que el mRNA de rspO, el mRNA rpsT monocistrónico codifica para la 
proteína ribosomal S20. Existen dos rpsT mRNAs, rpsTP1 de 447 y  rpsTP2  de 356 
ribonucleótidos, los cuales son transcritos desde dos promotores en tamden separados 
por 91 bp, pero comparten el mismo terminador Rho independiente. Los transcrito 
rpsTP1 y  rpsTP2  presentan un incremento desigual de la estabilidad en los mutantes 
termosensibles. De modo que el rpsTP1 aumenta su vida media entre 2 y 3 minutos 
más que el trancrito rpsT P2. Curiosamente en los mutantes truncados también se ve 
afectada la vida media debido a la ausencia de la región C-terminal.  El transcrito rpsT 
P1 presenta un aumento de la estabilidad en los mutantes es menos dramática cuando 
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se inactiva la RNasa E, ya que las diferencias no son tan grandes, pero se mantienen las 
diferencias. 
 
Figura 3.22 Perfil de degradación del  mRNA de rpsT. El análisis de la vida media del mRNA de rpsT fue realizado 
mediante Northern Blot usando 5μg de RNA total de las cepas SK10143  (rne
+
), SK2685 (rne645), SK2681 
(rne610), SK3271 (rne645/204), SK10144(rne-1), SK3260 (rne-204) y  SK3264( rne-204/203). Los números encima 
de cada carril indican el tiempo, en minutos, después de transferir los cultivos en crecimiento exponencial a 44°C y 
de añadir la rifampicina para parar la iniciación de la transcripción. 
 
Tabla 3.4. Vidas de los mRNA analizados en los diferentes mutantes. 
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3.17 Implicación de la RNasa E en la morfología y división celular. 
La inactivación o deleción del gen rne produce una morfología celular  
filamentosa en cultivos de E. coli en medio líquido y una  pérdida de la capacidad de 
formar colonias en medio sólido {Goldblum, 1981 #568} {Wang, 1994 #81}{Tamura, 
2006 #55}. La disfunción de la RNasa E también está asociada con un anormal 
procesamiento del transcrito policistrónico ftsQAZ, el cual codifica para proteínas 
implicadas en la separación física de la célula en el lugar de la división {Cam, 1996 
#482}. Además, ha sido observado que la inactividad de la RNasa E resulta en una 
disminución de la expresión de la proteína  FtsZ y un aumento de la proteína FtsA, y 
consecuentemente, en una alteración del ratio FtsZ/FtsA, lo cual produce un fenotipo 
filamentoso {Tamura, 2006 #55}. Takada y colaboradores {Takada, 2005 #268} 
observaron que mediante la expresión artificial de la proteína FtsZ desde un plásmido 
suprimían parcialmente la sensibilidad a la temperatura de un mutante termosensible 
de la RNasa E y consecuentemente  concluyeron que una reducción  del  nivel de FtsZ 
es responsable de la no viabilidad de los mutantes de la RNase E en E. coli  {Takada, 
2005 #268}. Por el contario, un año más tarde se observó en cepas de E. coli carentes 
de actividad RNasa E que una disminución de los niveles de FtsZ resulta en un fenotipo 
filamentoso, pero no es responsable de la esencialidad de la RNasa E {Tamura, 2006 
#55}. Todas estas consideraciones demuestran la implicación  de la RNasa E en la 
morfología y división celular.  
 
3.18 Los mutantes  rne-204 y  rneΔ645/204 presentan una disminución de  los niveles 
de expresión de las  proteínas FtsA y FtsZ. 
En análisis previos se había observado una relación entre la inactividad de la 
RNasa E y la alteración de los niveles de expresión de las proteínas FtsZ y FtsA {Tamura, 
2006 #55} {Takada, 2005 #268}. Nosotros comparamos los niveles de expresión de las 
proteínas de FtsZ y FtsA entre los diferentes mutantes termosensibles de la RNasa E 
crecidos en medio líquido a 37°C y 44°C. Las diferentes cepas fueron previamente 
crecidas a 30°C hasta alcanzar la fase exponencial. Posteriormente los cultivos fueron 
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transferidos a 37°C o 44°C durante 2 horas. Durante este período los cultivos fueron 
diluidos varias veces para mantenerlos en fase exponencial. Se obtuvieron extractos de 
proteínas de las diferentes cepas para realizar el western blotting usando anticuerpos 
anti-FtsZ y anti-FtsA, tal y  como se describe en materiales y métodos. Cuando 
examinamos el nivel de expresión de la proteína FtsZ a 44°C  en el mutante 
rneΔ645/204  (Fig. 3.23; carril 8 de FtsZ) se aprecia una disminución muy significativa  
de hasta 8 veces con respecto al nivel de la misma cepa  a 37°C (Fig. 3.23; comparar los 
carriles 4 y 8 de FtsZ) y  de 15 veces con respecto a  la cepa salvaje a 44 °C (Fig. 3.23; 
comparar los carriles 5 y 8 de FtsZ). En contraste, el mutante termosensible de la 
versión truncada de la RNasa E, rneΔ610,  muestra una ligera diferencia  entre sus 
niveles de FtsZ a 37°C y 44°C (Fig. 3.23; comparar los carriles 3 y 7 de FtsZ), pero su 
nivel de FtsZ a 44°C es, aproximadamente,  2 veces inferior con respecto al nivel de la 
cepa salvaje rne+,  a 44 °C (Fig. 3.23; comparar los carriles 5 y 7 de FtsZ). Curiosamente, 
y al contrario de lo que ocurre en los mutantes rneΔ645/204 y rneΔ610, tanto la cepa 
salvaje como la cepa que expresa la versión truncada y funcional a 44°C RneΔ645, 
presentan un incremento de sus niveles de FtsZ a 44°C  con respecto a 37°C  (Fig. 3.23; 
comparar los carriles 1 y 2  con los carriles 5 y 6 de FtsZ), aunque la  expresión total de 
FtsZ en la cepa salvaje  es algo superior a la del mutante  rneΔ645  a 44°C (Fig. 3.23; 
comparar los carriles 5 y 6 de FtsZ).  
Al igual que ocurre con FtsZ, el nivel de expresión de la proteína FtsA del 
mutante termosensible rneΔ645/204  disminuyó hasta 3.6 veces a la temperatura de 
44°C con respecto a la cepa salvaje  rne+  a la mismas temperatura (Fig. 3.23; comparar 
los carriles 5 y 8 de FtsA) y 1.6  veces con respecto a su nivel de expresión a 37°C (Fig. 
3.23; comparar los carriles 4 y 8 de FtsA). En cambio para  mutante rneΔ610, no se 
observan diferencias entre la expresión de FtsA a 37°C y 44°C (Fig 3.23; comparar los 
carriles 3 y 7 de FtsA), pero si  un descenso de 2.25 veces con respecto a la cepa salvaje 
a 44°C (Fig. 3.23; comparar los carriles 5 y 7 de FtsA). Por el contrario, y al igual que 
ocurría con la expresión de FtsZ, tanto la cepa salvaje como el mutante  truncado 
rneΔ645  funcional mostraron un aumento del nivel de FtsA a 44°C de 1.8 y 1.6 veces, 
respectivamente, con respecto a sus  niveles a 37°C (Fig. 3.23; comparar los carriles 1 y 
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2 con los carriles  5 y 6 de FtsA), aunque, al igual que en el caso de FtsZ,  la expresión 
total de FtsA de la cepa salvaje fue superior al del mutante rneΔ645 a 44°C (Fig 3.23; 
comparar los carriles 5 y 6 de FtsA).  
 
        
Figura  3.23 Comparación de los niveles de las proteínas de FtsZ y FtsA entre diferentes mutantes truncados de la 
RNasa E crecidos a 37°C y 44°C durante 2 horas. Las diferentes cepas fueron previamente crecidas a 30°C hasta alcanzar la fase 
exponencial. Posteriormente los cultivos fueron transferidos a 37°C o 44 °C durante 2 horas, durante este período los cultivos 
fueron diluidos varias veces para mantenerlos en fase exponencial. Extractos de proteína total fueron obtenidos  para realizar 
western blotting  usando los anticuerpos anti-FtsZ y anti-FtsA, tal y  como se describe en materiales y métodos. Los niveles  de 
expresión FtsZ y FtsA fueron estimadas usando el Phosphoroimager. Las cantidades de FtsZ y FtsA relativas a la cantidad de la cepa 
salvaje a 37°C  y sus desviaciones típicas (en paréntesis)  mostradas debajo de los carriles, fueron calculadas a partir de tres 
experimentos independientes. Los niveles de FtsZ y FtsA fueron normalizados a la cantidad de proteína total teñida con Sypro 
Orange antes de la transferencia.  
 
En el caso del mutante rne-204, se puede ver  un descenso de 2 veces  los 
niveles de FtsZ a 44°C al compararlo con su nivel a 37°C (Fig. 3.24; comparar los carriles 
3 y 7 de FtsZ), en cambio, para el mutante rne-1 se observa una diferencia  menor 
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entre los niveles de proteína FtsZ a 37°C y 44°C (Fig. 3.24; carriles 2 y 6 de FtsZ). 
Cuando comparamos los niveles de FtsZ a 44°C  de rne-204  y rne-1 con el nivel de la 
cepa salvaje a la misma temperatura (Fig. 3.24; comparar el carril 5 con los carriles 6 y 
7) observamos una disminución de 3 y 2 veces, respectivamente, de la cantidad de 
proteína FtsZ. Por otro lado,  y como era de esperar, niveles de expresión de FtsZ del 
doble mutante revertante, rne-204/203 fueron similares a los de la cepa salvaje tanto a 
37°C como a 44°C (Fig. 3.24; comparar los carriles 1 y 4 con los carriles 5 y 8). Además,y 
al igual que ocurre en la cepa salvaje, el doble mutante revertante, rne-204/203  
mostró un incremento en los niveles de FtsZ  cuando fue crecida a  44°C comparado 
con su nivel a 37°C  (Fig. 3.24; comparar los carriles 4 y 8 de FtsZ). En cuanto a la 
expresión de FtsA, se observó en la cepa rne-204  muestra una ligera disminución a 
44°C (1,42 veces) con respecto a 37°C (Fig. 3.24; comparar los carriles 3 y 7 de FtsA) 
mientras el mutante rne-1 no mostraba diferencias entre ambas temperaturas (Fig. 2; 
carriles 2 y 6 de FtsA). Sin embargo, se aprecian niveles de FtsA inferiores en los 
mutantes  rne-204 y rne-1  a 44°C  con respecto a la cepa salvaje de 2,14  y 1, 87 veces, 
respectivamente (Fig. 3.24; comparar el carril 5 con los carriles 6 y 7 de FtsA). En 
cambio, y como era de esperar, el doble mutante revertante  mostraba niveles 
idénticos de FtsA a 37°C y 44°C con respecto a la cepa salvaje (Fig. 3.24; carriles 1, 4, 5 
y 7 de FtsA). En la cepa salvaje el incremento del nivel  de FtsA a 44°C con respecto a su  
nivel a 37°C  es ligeramente mayor que el incremento del nivel de FtsZ  (Fig. 3.24; 
comparar los carriles 1 y 5 de FtsZ con los carriles 1 y 5 de FtsA). 
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Figura 3.24 Comparación de los niveles de las proteínas de FtsZ y FtsA entre diferentes mutantes puntuales de la 
RNasa E crecidos a 37°C y 44°C durante 2 horas. Las diferentes cepas fueron previamente crecidas a 30°C hasta 
alcanzar la fase exponencial. Posteriormente los cultivos fueron transferidos a 37°C o 44 °C durante 2 horas, 
durante este período los cultivos fueron diluidos varias veces para mantenerlos en fase exponencial. Extractos de 
proteína total fueron extraídos para realizar western blotting  usando los anticuerpos anti-FtsZ y anti-FtsA, tal y  
como se describe en materiales y métodos. Los niveles  de expresión FtsZ y FtsA fueron estimadas usando el 
Phosphoroimager. Las cantidades de FtsZ y FtsA relativas a la cantidad de la cepa salvaje a 37°C  y sus desviaciones 
típicas (en paréntesis)  mostradas debajo de los carriles, fueron calculadas de tres experimentos independientes. 
Los niveles de FtsZ y FtsA fueron normalizados a  la cantidad de proteína total teñida con Sypro Orange antes de la 
transferencia.  
 
3.19 La estabilidad de  los transcritos policistrónicos ftsQAZ y ftsAZ aumentan en el 
mutante rne-204.  
Cam y colaboradores {Cam, 1996 #482}, mediante experimentos de protección 
a nucleasa  S1, demostraron que el transcrito policistrónico ftsA-ftsZ es cortado por la 
RNasa E  afectando así la degradación de los mRNA de ftsA y ftsZ. Se sabe que no 
existen regiones de fin de transcripción entre ftsA y ftsZ. Además,  y como 
consecuencia de ese corte, ellos también sugirieron, que la RNasa E también 
contribuye a la expresión diferencial de los dos genes.  
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Mediante análisis de Northern blot nosotros estudiamos el tamaño de los 
transcristos ftsZ y la vida media de los mismos. RNA total desnaturalizado con glioxal 
fue fraccionado por electroforesis en agarosa sin tampón de recirculación y transferido 
a una membrana de nylon. Una sonda de DNA de 900 bp del gen ftsZ marcada 
radiactivamente fue usada para detectar los transcritos ftsZ. Los resultados (Fig. 3.25),  
mostraron la detección in vivo de dos  transcritos policistrónicos ftsQAZ (incluye ftsQ, 
ftsA y ftsZ) y ftsAZ (incluye parte del gen  ftsA y ftsZ) de un tamaño de 
aproximadamente 2.3 y 1.8 kb, respectivamente, los cuales son transcritos a partir de 
los promotores ftsQ2p y 1p (localizados dentro del gen ddl) y del promotor ftsZ4p 
(localizado dentro del gen ftsA), respectivamente (Fig. 3.25). Estos  promotores son los 
más importantes de lo seis promotores implicados en la transcripción de ftsZ y 
contribuyen con el 83% de la transcripción total de ftsZ.  
Se  analizó el efecto de la mutación rne-204 en la estabilidad de los transcritos 
policistrónico, los cuales contienen ftsZ,  mediante  análisis de Northern blot de RNA 
total extraído de la cepa salvaje y los mutantes termosensibles  rne-204 y rne-1  a 44°C, 
en estado estable y a distintos tiempos (0, 2, 4, 8 ,16 y 32 minutos) después de inhibir 
la transcripción con rinfampimicina. Nuestros resultados fueron consistentes con el 
efecto de la inactivación de la RNasa E sobre la modificación de la estabilidad de los 
transcritos de ftsQAZ descrito por Cam y colaboradores  {Cam, 1996 #482}. La  vida 
media de los transcritos policistrónico ftsQAZ y ftsAZ  fue de 4.6  minutos a 44°C en la 
cepa salvaje. A esa misma temperatura,  la inactivación de la RNasa E  en  los mutantes 
termosensibles  resultó en una vida media de 10  minutos en el mutante rne-204  y 7 
minutos  en el mutante rne-1  (Fig. 3.25). Esto demuestra  la implicación directa de la 
RNasa E en la degradación y/o procesamiento de los  transcritos ftsQAZ y ftsAZ .   
A pesar del incremento de la estabilidad de ambos transcritos policistrónicos en 
el mutante termosensible rne-204  de 2.26 veces y en el mutante rne-1 de  1.75 veces 
comparado con la cepa salvaje a 44 °C (Fig. 3.25), los niveles de proteínas FtsA y FtsZ  
fueron  inferiores a la cepa salvaje a 44°C (Fig. 3.24). Por tanto, no existe una relación 
directa entre  la estabilidad de los mRNA de ftsZ y ftsA con sus niveles de expresión. 
Esta diferencia puede estar  relacionada en  la implicación de la RNasa E  en la correcta 
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maduración de los transcritos policistrónicos ftsQAZ y ftsAZ necesaria para una 
eficiente traducción de FtsA y FtsZ, coincidiendo con las observaciones  de Cam  et al. 
en relación a la expresión diferencial de ftsZ y ftsA. 
 
 
  
 
Figura 3.25. Efecto de la mutación rne-204 en la degradación del of ftsZ mRNA. RNA total celular fue extraído de 
las células crecidas a 44 °C durante 2 horas. A) El mRNA de ftsZ fue analizado mediante Northern blotting como se 
describe en materiales y métodos. Las posiciones del 16S y 23S rRNA son indicadas en el margen izquierdo. B) Se 
muestran los valores medios de vida media de los principales transcritos de ftsZ a 44C°. Los datos representan la 
media de dos experimentos independientes. 
 
3.20 Los  mutantes rne-204  y rneΔ645/204 presentan una morfología celular  
filamentosa.    
Trabajos previos han demostrado una morfología filamentosa de E. coli durante 
el crecimiento en medio líquido debido a la inactivación de la RNasa E  {Goldblum, 
1981 #568} {Wang, 1994 #81}. Por otra parte, la exposición a altas temperaturas de un 
mutante termosensible del gen ftsZ de E. coli presenta un completo e inmediato 
bloqueo de la división celular y formación de células filamentosas carentes de puntos 
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visibles de constricción y anillos contráctiles {Bramhill, 1997 #713} {Dewar, 2000 #714}. 
Además, se ha sugerido que la  proteína FtsZ es el factor limitante para la iniciación del 
septo de división celular. Ante todos estos antecedentes, nosotros decidimos analizar 
el fenotipo de la morfología celular de los mutantes rneΔ645/204   y  rne-204 
comparándola  con la cepa salvaje y el mutante termosensible rne-1 mediante 
microscopia contraste de fase. Además, usando un microscopio de epifluorescencia 
observamos el número de nucleoides en estas células filamentosas de E. coli al teñirlas 
con DAPI después de haber sido incubadas  a 37°C (Fig. 3.26) y 44°C con vigorosa 
agitación durante dos horas. 
A diferencia de la cepa salvaje,  aproximadamente un  20 % de la población del 
mutante rne-1 mostraba una morfología celular de filamentos cortos (Fig. 3.26) 
conteniendo un número de nucleoides comprendido entre 5-10 a 37°C. La mayor parte 
de la población del mutante rneΔ645/204   mostraba una morfología de filamentos 
cortos similar a la del mutante rne-1, pero alrededor de un 15% de la población 
presentaba un aspecto de  filamentos  largos conteniendo un  número de nucleoides 
comprendido entre 10-17(Fig. 3.26). En  el caso del mutante rne-204, este mostraba 
una morfología más elongada que la cepa salvaje, pero menor que el mutante rne-1. 
Este resultado fue inesperado porque a 37°C el mutante rne-204 mostraba una tasa de 
crecimiento  y unos niveles de FtsZ y FtsA (Fig. 3.25)  similares a la cepa salvaje, con lo 
cual no esperamos ver ninguna diferencia fenotípica. La población de células 
presentaba un aspecto de filamentos cortos en los que se podía apreciar un máximo 
de 5 nucleoides. 
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Figura 3.26. Fenotipo morfológico y distribución de los nucleoides de los diferente mutantes a 37°C. Los cultivos 
de cada  una de las cepas fueron iniciados mediante la inoculación de una colina en medio líquido. Las cepas fueron 
crecidas a 30°C hasta alcanzar la fase exponencial y luego transferidas a 37°C durante 2 horas. Las muestras para su 
observación en el microscopio fueron preparadas tal y como se describe en materiales y métodos 
 
A  44°C  el 97% de la población de células del mutante rne∆645/204 mostraba 
un aspecto de  filamentos largos y  se podían contar hasta  35 nucleoides (Fig. 3.27 y 
3.29) 
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Figura 3.27. Fenotipo morfológico y distribución de los nucleoides de los diferente mutantes a 44°C. Los cultivos 
de cada  una de las cepas fueron iniciados mediante la inoculación de una colina en medio líquido. Las cepas fueron 
crecidas a 30°C hasta alcanzar la fase exponencial y luego transferidas a 44°C durante 2 horas. Las muestras para su 
observación en el microscopio fueron preparadas tal y como se describe en materiales y métodos 
 
En el caso del mutante rne-204, la mayoría de la población presentaba una 
longitud de sus filamentos ligeramente superior a la observada a 37°C y alrededor de 
un 5% de la población presentaba un aspecto de filamentos largos, pero de  menor  
tamaño a los encontrado en rne645/204 y con un número de nucleoides de 
aproximadamente 17 (Fig. 3.28).  
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Figura 3.28. Detalle de la morfología celular y distribución de los nucleoides teñidos con DAPI del mutante rne-
204 a 44°C mediante análisis de microscopia fluorescente.  
 
Como se puede observar en las figuras (Fig. 3.28 y 3.29) tanto el mutante rne-
204 y rne∆645/204 poseen un fenotipo filamentoso en donde no se observan puntos 
de constricción indicadores de citoquinesis, este fenotipo es similar al encontrado en el 
mutante termosensible ftsZ. En cambio, el mutante rne-1 a 44°C mostraba el fenotipo 
filamentoso esperado,  con una  longitud de las células más homogénea comparada 
con  el mutante rne-204 y con una longitud media de sus filamentos también inferior. 
A diferencia del mutante rne-204, el mutante rne-1 no presentaba  una pequeña 
proporción de células  con una longitud superior  a la mayoría de las células. Esta 
diferencia en la longitud de los filamentos celulares de rne-1 y rne-204 puede estar 
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relaciona con un menor nivel de FtsZ en el mutante rne-204 a 44°C (Fig. 3.24; comparar 
carriles 6 y 7 de FtsZ).  
 
 
Figura 3.29. Detalle de la morfología celular y distribución de los nucleoides teñidos con DAPI del mutante 
rne645/204 a 44°C mediante análisis de microscopia fluorescente.   
 
Nuestros datos indican  una relación entre la inactividad de la RNasa E y la 
inhibición de la citoquinesis, debido a una disminución de los niveles de FtsZ para 
generar los septos de división (Fig. 3.28 y 3.29) con o cual se bloquea la división celular. 
Sin embargo, no hay una inhibición de la replicación del DNA. 
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3.21 Variaciones del ratio FtsZ/FtsA parecen no ser responsables del fenotipo celular 
filamentoso.  
 
  
 Estudios anteriores en otros laboratorios habían establecido una relación del 
ratio entre los niveles de expresión de FtsZ y FtsA  con  la  morfología filamentosa  de 
E. coli,  puesto que el fenotipo celular filamentoso producido por la sobreexpresión de 
uno de los genes ftsZ o ftsA  era suprimido por un  incremento de la expresión del otro 
gen {Dai, 1992 #701}{Dewar, 1992 #710}. Por tanto, nosotros decidimos determinar los 
ratios FtsZ/FtsA de los diferentes mutantes termosensibles y compararlos con la cepa 
salvaje a 37°C y 44°C. Como se observa en la tabla 3.5 a 37°C los mutantes 
termosensible rne-1 y rne-204 presentan un ratio FtsZ/FtsA similar a la cepa salvaje, 
mientras el mutante rne∆645/204 presenta un ratio ligeramente inferior a la cepa 
salvaje.  
 
 Tabla 3.5. Longitudes celulares y ratios FtsZ/FtsA en los diferentes mutantes. 
 
 
Sin embargo,  los mutantes rne-204 y rne-1 incluso teniendo un ratio FtsZ/FtsA 
similar a la cepa salvaje presentan un fenotipo de morfología celular en forma de 
filamentos cortos. A  44°C el mutante rne-1 presenta un ratio FtsZ/FtsA ligeramente 
inferior a la de la cepa salvaje (0.90) y unos niveles de FtsZ y FtsA que representan el  
48.46 y 53.33 % respectivamente, de los niveles normales de FtsZ y FtsA de la cepa 
salvaje a 44°C. De forma similar el mutante  rne-204 presenta un ratio FtsZ/FtsA de 
0.90 y unos niveles de FtsZ y FtsA que representan el  37.67% y 46.66 % 
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respectivamente, de los niveles normales de la cepa salvaje a 44°C. Por el contrario, el 
mutante rne∆645/204 presenta un ratio FtsZ/FtsA de 0.2 y unos niveles de FtsZ y FtsA 
que representan el 6.6 % y el 27.7% del nivel de la cepa salvaje (Fig 3.30).  
 
Figura 3.30. Porcentajes de expresión de FtsZ y FtsA de los diferentes mutantes con respecto a la cepa salvaje. 
 
Todos los mutantes presentan un fenotipo filamentoso a 44°C, aunque difieren 
en la longitud celular (Tabla 3.5), así por ejemplo, los mutantes rne-1 y rne-204  
presentan una longitud media de aproximadamente 14 y 19 µm respectivamente, 
mientras el mutante rne∆645/204 presentan una longitud media de 28 µm.  
 
 
 
 
 
 
 
. 
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5.1 Identificación de un nuevo mutante termosensible de la RNasa E. 
 
Hasta el momento todo el conocimiento obtenido sobre la función  de la RNasa 
E  in vivo se ha basado principalmente en el análisis de los  mutantes termosensibles 
rne-1 y rne-3071, cuyas mutaciones mapean en el subdominio de unión al RNA S1 del 
dominio catalítico amino terminal {Arraiano, 1988 #31} {Bernstein, 2004 #59} 
{McDowall, 1993 #264} {Babitzke, 1991 #3}. En esta tesis se describe por primera vez, 
la caracterización in vivo de dos alelos mutantes termosensibles de la RNasa E, rne-204 
y rneΔ645/204, cuya mutación está localizada en el subdominio 5’ sensor  del domino 
funcional de la RNasa E. Adicionalmente, describimos el aislamiento de un mutante 
supresor intragénico capaz de complementar la letalidad condicionada asociada a rne-
204. 
El alelo rneΔ645, que codifica para una forma truncada de la RNasa E de 417 
aminoácidos, es capaz de mantener la viabilidad de E. coli {Ow, 2002 #17}. Por tanto, 
mutaciones en este alelo podrían darnos información acerca de los aminoácidos 
implicados en la actividad catalítica y/o reconocimiento del sustrato de la RNasa E. 
Mediante mutagénesis aleatoria in vitro del alelo rneΔ645, identificamos 6 mutantes 
puntuales termosensibles. Dichas mutaciones se localizaban en los diferentes 
subdominios del dominio funcional de la RNasa E (ver tabla 3.1 y Fig. 3.2). 
Sorprendentemente, al transferir dichas mutaciones mediante mutagénesis dirigida a 
la versión nativa de la RNasa E, solamente dos de ellos, el alelo rne-68  y rne-204, 
mantenían el fenotipo termosensible, mientras el resto de los mutantes fueron 
capaces de crecer a 44°C. Puesto que el alelo termosensible rne-68 era idéntico al rne-
3071, el cual ya ha sido previamente caracterizado {Apirion, 1978 #152}, nosotros 
decidimos analizar  in vivo  la relevancia fisiológica de la mutación puntual de cambio 
de sentido Pro204Leu en la RNasa E de E. coli, ya que el subdominio 5’ sensor ha sido 
propuesto ser importante para la actividad y reconocimiento del sustrato. Para ello, 
examinamos in vivo los principales defectos fenotípicos que han sido previamente 
asociados con la pérdida de la actividad de la RNasa E  en los mutantes rne-1 y rne-
3071, cuyas mutaciones se localizan en el subdominio de unión al RNA S1{Mudd, 1990 
#486} {McDowall, 1993 #264}. Todos nuestros experimentos in vivo fueron realizados 
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con cepas de E. coli,  las cuales portaban la deleción de la copia cromosomal del gen 
rne y eran  deficientes para eventos de recombinación debido a que portan el alelo 
mutante recA56. Por consiguiente, todos los resultados obtenidos en nuestros 
experimentos no pueden estar afectados por algún tipo de interacción entre los 
diferentes alelos del gen rne portados en plásmidos y el inactivado locus cromosómico 
rne.  
Nuestro modelo bioinformático de la estructura del dominio catalítico amino 
terminal usando las bases de datos Prodom, pFAM y COG, estimó que además del ya 
conocido dominio de unión al RNA S1 localizado entre los aminoácidos 35-125, había 
otro dominio localizado entre los aminoácidos 147-392 compuesto de una serie de 
estructuras secundarias  formada de varias hélices  y hojas  alternantes conectadas 
por lazos. El plegamiento de esta región  resultó en una estructura tipo barril TIM, 
donde el residuo de prolina 204 se localiza en el inicio de una hoja beta dentro del 
subdominio 5’ sensor (ver Fig. 3.3). Según este modelo, el sitio catalítico y, 
posiblemente, la superficie de dimerización deberían de estar formados por  residuos 
en las regiones de los lazos  que conectan las α hélices y hojas β. Por tanto, mutaciones 
en estas regiones podrían afectar la catálisis y/o la dimerización de la RNasa E. La 
posterior resolución cristalina del dominio amino terminal de la RNasa E por Callagan y 
col {Callaghan, 2005 #250} confirmó nuestras estimaciones, ya que reveló que 
efectivamente la Prolina 204 está localizada en el inicio de una hoja β Además, la 
estructura cristalina revela que esta prolina 204, esencial para la actividad de la RNasa 
E, no interacciona directamente con el extremo 5’ del sustrato de RNA (ver Fig. 1.14). 
Entonces, y  ya que el subdominio 5’ sensor está implicado en la interacción con el 
sustrato, esta sustitución puede generar un cambio estructural local capaz de alterar la 
conformación del bolsillo de reconocimiento del extremo 5’ del RNA mediante la 
alteración de la posición relativa de los aminoácidos que interaccionan directamente 
con el RNA sustrato a 44°C o puede impedir el cambio conformacional necesario para 
organizar el sitio catalítico. Sin embargo, este cambio estructural provocado por el 
cambio Pro204Leu a 44°C puede ser compensado con una mutación en el aminoácido 
203 generando el cambio AlaGly. 
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5.2 El mutante termosensible rne-204 de E. coli es un nuevo modelo de 
estudio de la actividad de la RNasa E in vivo. 
El nuevo mutante termosensible rne-204 de E. coli muestra un fenotipo muy 
similar al de la cepa salvaje cuando crece a la temperatura permisiva de 37°C en 
cuanto a su tiempo de duplicación (ver tablas 3.2 y 3.3), capacidad de madurar los 
tRNACys, tRNAHis, tRNAPro y tRNAAsp (ver Fig. 3.10 y 3.11), procesar el 9S rRNA en 5S 
rRNA (ver Fig. 3.7) y  capacidad de autorregular la expresión de la RNasa E (ver Fig. 
3.15 y 3.16). Este comportamiento contrasta con los defectos fenotípicos parciales 
observados a 37°C en los dos únicos mutantes termosensibles rne-1 y rne-3071 
encontrados hasta la fecha {Ono, 1979 #764} {Apirion, 1978 #152}. Sin embargo, a 
44°C el mutante termosensible rne-204 muestra un fenotipo similar al mutante 
termosensible rne-1, en relación al  procesamiento del 9S rRNA y la autorregulación, 
una ligera eficiencia en el procesamiento de los tRNAs analizados y una vida media de 
los mRNA analizados ligeramente superior. Por tanto, al ser más marcadas las 
diferencias entre los defectos fenotípicos mostrados a la temperatura permisiva y no 
permisiva en el mutante rne-204 hace que este mutante sea un mejor modelo para 
estudiar la acción de la RNasa E in vivo. El mutante revertante rne-204/203 fue capaz 
complementar todos los defectos fenotípicos asociados con la pérdida de la actividad 
de la RNasa E. Específicamente, la viabilidad a  44°C, la maduración  de tRNACys, 
tRNAHis, tRNAPro y tRNAAsp, el procesamiento de 9S rRNA en 5S rRNA,  la restauración 
de la autoregulación y la estabilidad de varios mRNAs,  fueron retornados a los valores 
normales encontrados en la cepa salvaje. Nuestra hipótesis, teniendo en cuenta todos 
estos resultados, es quela mutación Ala203Gly  suprime la incapacidad de crecimiento 
a  44°C asociada al alelo rne-204 y es capaz de restaurar todos los defectos asociados 
con la inactividad de la RNasa E, ya que funciona en parte restaurando la habilidad del 
5’ sensor para interaccionar normalmente con el RNA sustrato o permitir el cambio 
conformacional necesario para organizar el sitio catalítico. Esta conjetura está basada 
en el hecho de que la mutación supresora se localiza dentro del subdominio 5’ sensor y 
afecta al aminoácido anterior del alterado en el alelo  rne-204.  
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5.3 El degradosoma está implicado en la  autorregulación y degradación 
del mRNA. 
 
Solamente el dominio amino terminal es esencial para la supervivencia de E. 
coli {Ow, 2002 #17; Ow, 2000 #4}. Sin embargo, los mutantes rne645, rne610 y 
rne645/204 muestran tiempos de generación mayores a la cepa control a 37°C (ver 
Tablas 3.2 y 3.3).  A esa misma temperatura no observamos diferencias en el 
procesamiento del 9S rRNA (ver Fig. 3.6). En contraste, el procesamiento de tRNA por 
parte de las diferentes versiones truncadas de la RNasa E es defectuosa incluso en  el 
alelo mutante rne645, el cual es viable a  44°C. Además, los alelos rne645 y 
rne645/204 presentan tasas de vida media de los mRNAs examinados a  44°C que 
oscilan entre  1.3-6.5 y 1.9-7.4 veces respectivamente, con respecto al alelo salvaje, 
mientras las diferencias de vida media de los mismos transcritos analizados entre los 
alelos rne645 y rne645/204 oscilan entre 1 y 3.2 veces. Aunque los mRNAs 
examinados aquí fueron solamente una pequeña muestra del transcriptoma de E. coli, 
ellos representan sustratos in vivo de la RNasa E bien caracterizados. Todos estos datos 
sugieren que la región C-terminal, y consecuentemente el degradosoma, no es esencial 
para la supervivencia de la  bacteria ni requerida en la maduración del 5S rRNA (ver 
Fig. 3.7), pero si es necesaria en el procesamiento normal de los tRNAs (ver Fig. 3.8 y 
3.9) y en la degradación de los mRNAs (Tabla 3.4). Por otro lado, todas las diferencias 
encontradas entre los resultados de los alelos rne645 y rne645/204 a 44°C sugieren 
que el subdominio 5’ sensor es esencial para la actividad de la RNasa E y/o 
reconocimiento de los sustratos. Sin embargo, el incremento de la estabilidad 
encontrado en el mutante rne645 a  44°C es igual o inferior al de los mutante 
termosensible rne-1 y rne-204. Por su parte, el mutante rne-204 muestra en todo los 
transcritos analizados unos valores de vida media ligeramente superior, pero 
reproducibles, al mutante rne-1. Esto puede sugerir una importante implicación del 
dominio 5’sensor en la degradación del mRNA y/o en el reconocimiento de los mRNAs, 
lo cual está de acuerdo con los resultados obtenidos por Perwez y colaboradores 
{Perwez, 2008 #18} en  donde describen  que una segunda mutación localizada en el 
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subdominio 5’ sensor es capaz de revertir los defectos en los procesos de maduración  
de los tRNAs y rRNA, pero no de la degradación del mRNA en los mutantes 
termosensibles rne-1 y rne-3071. Adicional soporte para esta hipótesis ha sido la 
identificación en E. coli de la RNA 5’ pirofosfohidrolasa (RppH), codificada por el gen 
rppH {Deana, 2008 #33} capaz de generar extremos 5’ monofosfoto en el  RNA y que la 
actividad de la RNasa E es estimulada por la presencia de un 5’ fosfomonoester en el 
extremo 5’ del sustrato y fuertemente inhibida por grupos trifosfatos terminales.  
En los mutantes truncados se aprecia una pérdida de la autorregulación con 
respecto a la cepa salvaje puesto que se observa un incremento muy significativo de 
los niveles de proteína al compararlos con el alelo salvaje rne a 37°C (ver Fig. 3.12 y 
3.13). Debido a que estos mutantes truncados presentan la misma región 5’UTR que la 
cepa salvaje rne, la pérdida de la autorregulación parece estar más relacionada con la 
hipótesis de que la ausencia de la región C-terminal de los mutantes truncados 
provoca una significante pérdida de la capacidad para cortar in vivo en la región 5’UTR 
del mRNA de rne. Por tanto, esto indica que el degradosoma tiene un papel  
importante en la autorregulación de los niveles de expresión de la RNasa E, debido 
probablemente a que aumenta la eficacia de degradación de los mRNAs. A 44°C, y a 
diferencia de lo que  ocurría en el mutante  termosensible rneΔ610, se observó una 
reducción de los niveles de expresión del alelo rneΔ645/204 con respecto al alelo 
rneΔ645 (ver Fig. 3,12 y 3.13), lo cual podría indicarnos en principio, que la proteína 
Rne∆645/204 es inestable y termolábil, ya que existen diversos trabajos que 
relacionan mutaciones puntuales de la prolina con pérdida de la termoestabilidad. Sin 
embargo, a nivel de transcripción se observó un incremento llamativo del mRNA del 
alelo rneΔ645/204 muy superior al de rneΔ645 y rneΔ610 en crecimiento equilibrado a 
44°C (ver Fig. 3.14). Por tanto, si tenemos en cuenta el gran defecto observado en el 
procesamiento de los tRNA en el mutante  rneΔ645/204, una reducción de la síntesis 
de proteínas debido a la carencia de tRNAs maduros para soportar la normal  
biosíntesis de proteína sería una hipótesis más plausible para explicar la reducción de 
los niveles de  RneΔ645/204.  
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5.4 Implicación de la RNasa E en la división celular. 
 
Nuestros resultados  sugieren que los niveles de expresión de las proteínas FtsZ 
y FtsA están regulados  en parte por la acción de la RNasa E, ya que todos los mutantes 
termosensibles de la RNasa E analizados a 44°C muestran unos niveles inferiores de las 
proteínas FtsZ y FtsA al compararla con la  cepa salvaje (ver Fig. 3.23 y 3.24; tabla 3.5). 
En particular, al aumentar la temperatura de crecimiento de E. coli, de 37°C a 44°C, se 
observa un incremento de la expresión de FtsZ y FtsA en la cepa salvaje rne y en los 
mutantes  rne∆645 y rne-204/203, mientras que se observa un descenso de los niveles 
de FtsZ y FtsA en los mutantes  rne∆645/204  y rne-204 (ver Fig. 3.23 y 3.24). Sin 
embargo, en los mutantes rne-1 y  rne∆610 se observa un descenso sólo de los niveles 
de FtsZ, ya que los de FtsA se mantienen constantes (ver Fig. 3.23 y 3.24). 
Curiosamente, y al contrario de lo que ocurre en el mutante rne-204, el mutante rne-1 
muestra a 37°C  niveles de la FtsZ y FtsA ligeramente inferiores comparados con la 
cepa salvaje, lo cual puede estar relacionado  con una actividad parcial  de la RNasa E 
en este mutante {Jain, 1995 #46} como consecuencia de una mayor sensibilidad a la 
temperatura del mutante rne-1 con respecto a rne-204. Otro aspecto a destacar es que 
el mutante termosensible rne∆610  presenta unos niveles de FtsA y FtsZ superiores a 
rneΔ645/204,  pero inferiores a rneΔ645. Esta diferencia entre los mutantes 
termosensibles rne∆610 y rneΔ645/204   puede estar relacionada con que el mutante 
rne∆610 es menos sensible a la temperatura, ya que su crecimiento a la temperatura 
de 44°C se detiene a las 4 horas (ver tabla 3.3). Además,  el hecho de que los niveles de 
las proteínas FtsA y FtsZ en el mutante rneΔ645 sean ligeramente  inferiores a  la cepa  
salvaje rne sugiere que  la formación del  degradosoma, es necesaria para alcanzar los 
niveles  normales de las proteínas FtsA y FtsZ. Todos estos datos indican que los 
incrementos observados de los niveles de expresión de FtsZ y  FtsA a 44°C de la cepa 
salvaje rne (ver Fig. 3.23 y 3.24) no pueden ser explicados solamente con un aumento 
de la transcripción a esta temperatura. 
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En el caso de Bacillus subtillis, que presenta una organización génica similar de 
los genes implicados en la división celular de E. coli,  solamente se detecta mediante 
northen blott una banda de policistrónica de 2.5kb, incluyendo ftsA y ftsZ 
{Gholamhoseinian, 1992 #718}. Sin embargo, cuando realizamos el northen blott 
correspondiente (ver Fig. 3.25) aparecieron  dos bandas correspondientes a los 
transcritos policistrónicos ftsQAZ y ftsAZ. La estabilidad de ambos transcritos 
policistrónicos en el mutante termosensible rne-204 es de 2.26 veces  superior, 
mientras en el mutante rne-1  es 1.75 veces al compararlo con la cepa salvaje a 44°C 
(ver Fig. 3.25). Sin emabrgo, Cam y colaboradores {Cam, 1996 #482} obtuvieron unos 
valores de vida media  de más de 16 minutos cuando se inactivaba la RNasa E, 
mientras  en nuestro caso oscilan entre 7 y 10 minutos, esto puede estar relacionado 
con el tipo de mutante termosensible utilizado, ya que ellos usaron el mutante rne-
3071, o/y con la metodología aplicada para determinar la vida media.   
Los resultados obtenidos mediante  Western y Northern  blot,  indican una 
regulación postranscripcional de la RNasa E en la expresión de FtsZ y FtsA (ver Fig. 
3.23, 3.24 y 3.25). La hipótesis más sencilla,  para explicar estos resultados sería: una 
vez  la RNase E corta en la región intercistrónica ftsA-ftsZ, genera un mRNA ftsZ 
monocistrónico, el cual sería traducido eficientemente y degradado rápidamente, algo 
similar podría ocurrirle a ftsA. Sin embargo, la no detección mediante northern blotting 
del mRNA monocistrónico de ftsZ generado durante la maduración, sugiere otra  
posibilidad relacionada con la acción de la RNasa E para degradar algún sRNA inhibidor 
de la traducción. Un candidato podría ser el  sRNA dicF, el cual ha sido caracterizado 
como un antisentido capaz de inhibir la división celular mediante el bloqueo de la 
traducción de ftsZ {Tetart, 1992 #716}. Sin embargo, esta posibilidad es muy poco 
probable debido a que la maduración de dicF es RNasa E dependiente.  Otro candidato, 
es un RNA antisentido de la transcripción de ftsZ denominado stfZ, el cual es 
complementario a parte de la región 5’ codificante de ftsZ y a la región intercistrónica 
ftsZ-ftsA pudiendo inhibir la transcripción y traducción de ftsZ cuando stfZ está 
presente en un alto número de copias {Dewar, 1993 #715}. El stfZ antisentido se 
transcribe desde la hebra complementaria desde un  segmento de DNA  de 490 
nucleótidos que codifica para la porción final del gen ftsA, la región intercistrónica y 
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región inicial del gen ftsZ. Además, este gen también  posee un potencial promotor 
antisentido y un terminador antisentido de la transcripción {Dewar, 1993 #715}, y por 
tanto,  podría codificar un potencial polipéptido de 25 aminoácidos. Una misteriosa 
característica de los sRNA antisense dicF y stfZ es que ninguno de ellos es capaz de 
inhibir la división celular excepto cuando ellos son sobreexpresados a altas 
temperaturas {Dewar, 1993 #715}.   
 
5.5 Implicación de la RNasa E en la morfología. 
 
A diferencia de la cepa salvaje, aproximadamente un  20% de la población del 
mutante rne-1 mostraba una morfología celular de filamentos cortos (ver Fig. 3.26) 
conteniendo un número de nucleoides comprendido entre 5-10 a 37°C. Esta anomalía 
fenotípica del  mutante rne-1  puede estar relacionada  con un menor nivel de las 
proteína FtsZ y/o  FtsA a 37°C (ver Fig. 3.24; carril 2), lo cual está de acuerdo con 
resultados anteriores que relacionan una morfología filamentosa con valores inferiores 
al  nivel normal de FtsZ en E. coli {Dai, 1991 #697} {Takada, 2005 #268}. Por tanto, un 
nivel inferior de FtsZ a 37°C debido a una inactivación parcial de la RNasa E a 37°C en el 
mutante rne-1 podría explicar esta diferencia fenotípica. En el caso del mutante 
rneΔ645/204,  la mayor parte de la población mostraba una morfología de filamentos 
cortos similar a la del mutante rne-1, pero alrededor de un 15% de la población 
presentaba un aspecto de  filamentos  largos conteniendo un  número de nucleoides 
comprendido entre 10-17 (ver Fig. 3.26). Sin embargo, en este caso, la  diferencia de la 
longitud de los filamentos entre estos dos mutantes, rne-1 y rneΔ645/204,  no parece 
estar relacionada con diferencias de los niveles de las proteínas FtsZ y FtsA, ya que a 
37°C los niveles de estas proteínas en el mutante rneΔ645/204 son similares al 
mutante rne-1 (ver Fig. 3.23; carril 2 y 3.24; carril 2). A diferencia del mutante 
rneΔ645/204,  el mutante rne-1 posee el denominado domino citoesquelético, el cual 
comprende los aminoácidos 418-602, requeridos para su organización en filamentos 
helicoidales de la RNasa E a lo largo de toda la longitud de la célula. Estudios de 
microscopía de mutantes expresando versiones truncados de la RNasa E han 
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demostrado que la pérdida de este dominio citoesquelético de la RNasa E está 
asociado a una disminución de la tasa de crecimiento, división celular anormal y una 
morfología filamentosa, a pesar de la presencia del esencial dominio catalítico 
funcional {Taghbalout, 2007 #719}. Por tanto, la ausencia del dominio citoesquelético 
en el mutante rneΔ645/204 puede explicar el fenotipo filamentoso más pronunciado 
en este mutante. 
El mutante rneΔ645/204 es capaz de formar colonias  a 37 °C en placas de  agar, 
lo cual está de acuerdo con los resultados de Tamura y colaboradores {Tamura, 2006 
#55} que demostraban que el fenotipo filamentoso de E. coli no está relacionado con 
la incapacidad de formar colonias. En concordancia con esta observación también se 
ha visto en Streptomyces coelicolor, que ftsZ  es requerido para la septación, pero no 
para la viabilidad celular {Schwedock, 1997 #712}. En  el caso del mutante rne-204, 
muestra una morfología más elongada que la cepa salvaje, pero menor que el mutante 
rne-1 (ver Fig. 3.26). Este resultado fue inesperado porque a 37°C el mutante rne-204 
mostraba una tasa de crecimiento  (ver tablas 3.2 y 3.3) y unos niveles de FtsZ y FtsA 
(ver Fig. 3.24) similares a la cepa salvaje, con lo cual no esperamos ver, a priori, 
ninguna diferencia fenotípica. La población de células presentaba un aspecto de 
filamentos cortos en los que se podía apreciar un máximo de 5 nucleoides. A  44°C el 
97% de la población de células del mutante rne∆645/204 mostraba un aspecto de  
filamentos largos y  se podían contar hasta  35 nucleoides (ver Fig. 3.27 y 3.29).  En el 
caso del mutante rne-204, la mayoría de la población presentaba una longitud de sus 
filamentos ligeramente superior a la observada a 37°C y alrededor de un 5% de la 
población presentaba un aspecto de filamentos largos, pero de  menor  tamaño a los 
encontrado en rne∆645/204 y con un número de nucleoides de aproximadamente 17 
(ver Fig. 3.29 y 3.28). Como se puede observar en las figuras 3.28 y 3.29 tanto el 
mutante rne-204 y rne∆645/204 poseen un fenotipo filamentoso en donde no se 
observan puntos de constricción indicadores de citoquinesis, este fenotipo es similar al 
encontrado en el mutante termosensible ftsZ {Dai, 1991 #697}. En cambio, el mutante 
rne-1 a 44°C mostraba el fenotipo filamentoso esperado,  con una  longitud de las 
células más homogénea comparada con  el mutante rne-204 y con una longitud media 
de sus filamentos también inferior (ver tabla 3.5). A diferencia del mutante rne-204, el 
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mutante rne-1 no presentaba  una pequeña proporción de células  con una longitud 
superior  a la mayoría de las células. Esta diferencia en la longitud de los filamentos de 
rne-1 y rne-204 puede estar relaciona con un menor nivel de FtsZ en el mutante rne-
204 a 44°C. La integración de estos  datos indican  una relación entre la inactividad de 
la RNasa E y la inhibición de la citoquinesis, debido a  una disminución de los niveles de 
FtsZ para generar los septos de división. Sin embargo, esta inhibición de la citoquinesis 
no está acompañada de una inhibición de la replicación del DNA. 
Por otro lado, Tamura y colaboradores observaron una disminución del ratio 
FtsZ/FtsA  debido a un aumento de los niveles de FtsA durante la inactivación de la 
RNasa E con respecto a la cepa salvaje y la asociaron con el fenotipo filamentoso  
{Tamura, 2006 #55}. Sin embargo,  ellos no explicaban por qué una  cepa de E. coli  con 
el gen rne delecionado y complementado con la RNasa G mostraban un fenotipo 
filamentoso, pero con un ratio FtsZ/FtsA  idéntico a la cepa salvaje {Tamura, 2006 #55}. 
En nuestro caso, no observamos  diferencias significantes en los ratios FtsZ/FtsA a 37°C 
(ver tabla 3.5) donde la RNasa E de los mutantes termosensibles muestran actividad 
total (rne-204) o al menos parcial (rne-1 y   rneΔ645/204) con respecto a la cepa 
salvaje. A la temperatura de  44°C  los ratios FtsZ/FtsA para la cepa salvaje, rneΔ645 y 
el mutante revertante rne-204/203 fueron similares con valores comprendidos entre 
0.9 y 1, pero sorprendentemente en el resto de los mutantes no se observaron 
diferencias muy significativas respecto a la cepa salvaje excepto para la cepa  
rneΔ645/204, que presentan un ratio de 0.2 (ver tabla 3.5). A diferencia de la cepa 
rneΔ645/204, la cual muestra un fenotipo filamentoso a 44°C (ver Fig. 3.27) y una 
disminución del ratio FtsZ/FtsA, los mutantes termosensibles rne-1 y rne-204 a 44°C y 
el rneΔ645/204 a 37°C, presentan un fenotipo filamentoso (ver Fig. 3.26 y 3.27), pero 
no  una disminución significativa del ratio FtsZ/FtsA. Por tanto, nuestros resultados 
sugieren que el fenotipo filamentoso de E. coli observado cuando la RNasa E se 
inactiva es una consecuencia, principalmente, del descenso de los  niveles de FtsZ 
(aunque también podría  ser de FtsA) por debajo de  un nivel mínimo para poder 
dividirse la célula de forma normal más que debido a una disminución del ratio 
FtsZ/FtsA por un aumento del nivel de FtsA como propone Tamura y colaboradores 
{Tamura, 2006 #55}. Nuestra hipótesis estaría de acuerdo con el  fenotipo filamentoso 
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observado en los mutantes termosensibles de ftsZ o ftsA de E. coli, lo cual indica el 
requerimiento de unos niveles mínimo de expresión de FtsA y FtsZ para que la división 
celular tenga lugar de forma adecuada. 
 
5.6 ¿Cuál es la función celular esencial de la RNasa E?. 
 
El procesamiento del precursor 9S rRNA fue similar, dentro del error 
experimental, en los mutantes rne-1, rneΔ645/204 y rne-204, pero no ocurrió lo mismo 
para el mutante rneΔ610 (ver Fig 3.7). Sin embargo, a pesar de que los mutantes rne-1, 
rneΔ645/204,  rne-204 y  rneΔ610 detienen su crecimiento a 44°C, el procesamiento 
del 9S rRNA fue casi normal en el mutante rneΔ610, lo cual sugiere que el 
procesamiento del precursor 9S rRNA no es la función esencial realizada por la RNasa 
E. En el caso de la degradación del mRNA, el mutante rne645 viable a 44°C presentan 
tasas de vida media de los mRNAs analizados a  44°C que oscilan entre  1.3-6.5 con 
respecto al alelo salvaje, mientras que en el caso del mutante termosensible 
rne645/204 los valores de vida media varían entre 1.9-7.4 veces. Estas ligeras 
diferencias en las vidas medias de los transcritos analizados entre los mutantes 
rne645  y rne645/204 no permiten mantener la idea de que la inviabilidad celular 
esté asociada a la degradación del mRNA.  
Los resultados obtenidos en el presente estudio utilizando diferentes mutantes 
de la RNasa E nos ha permitido a nosotros sugerir que in vivo  el procesamiento del 
tRNA es la razón más probable por la cual la RNasa E es esencial para la viabilidad 
celular. ¿Qué evidencias soportan a esta conclusión? En primer lugar, se observa una 
relación directa entre los tiempos de generación y propiedades de crecimiento con los 
defectos en  el procesamiento del tRNA y   cantidades relativas de los tRNA maduros 
presentes en los diferentes mutantes analizados (ver Fig. 3.8, 3.9, 3.10 y 3.11, y tablas 
3.2 y 3.3).  En segundo lugar, el mutante rneΔ645/204 muestra a 44°C unos niveles de 
expresión de RneΔ645/204 inferiores a los de RneΔ645 y RneΔ610 a pesar que los 
niveles de mRNA de rneΔ645/204 son significativamente mayores a los mRNAs de rne, 
rneΔ645 y  rneΔ610. Además, los niveles de expresión de FtsZ y FtsA disminuyen en los 
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mutantes termosensibles rne-1 y rne-204 a pesar de que las vidas medias de  sus 
mRNAs son mayores que en la cepa salvaje.  
Asumiendo dicha hipótesis nosotros podemos plantear un modelo para explicar 
el comportamiento de los mutantes rneΔ645/204 y rne-204. Un cultivo de E. coli crece 
exponencialmente debido a que cada una de las células  produce el material necesario 
para el crecimiento y también nueva maquinaria celular para mantener dicho 
crecimiento. Esta última capacidad es bloqueada por la  inactivación de la RNasa E, ya 
que la célula no puede sintetizar eficientemente 5S rRNA y tRNAs maduros, lo cual 
provoca que no se produzcan nuevos ribosomas y tRNAs para participar en la síntesis 
de proteína. De modo que cuando los mutantes termosensibles de la RNasa E son 
cambiados a la temperatura de 44°C, la RNasa E se inactiva y la células  sólo pueden 
depender  de los ribosomas y tRNAs preexistentes. Todos los procesos celulares se 
verán afectados incluida la división celular debido a la carencia de proteínas necesarias 
para el correcto funcionamiento del metabolismo celular. Entonces es razonable 
asumir que los mutantes termosensibles de la RNasa E crecen sólo linealmente  justo 
después de la inactivación de la RNasa E, como se puede observar en las de curvas de 
crecimiento y viabilidad (ver Fig. 3.5), mientras que el pequeño incremento de 
absorbancia observado  durante este periodo puede ser atribuido al aumento de la 
longitud de las células que adoptan un fenotipo filamentoso. 
Es importante destacar que otra posible función esencial no puede ser 
inequívocamente descartada en este momento. Por ejemplo, la incapacidad de la 
RNasa E para procesar o degradar uno de los muchos RNA pequeños reguladores de la 
células que podrían estar implicados en una ruta esencial del metabolismo o resultar 
tóxicos debido a la desrregulación de alguna proteína cuyos valores intracelulares 
están bajo estricto control. Otra potencial explicación podría estar relacionada con el 
papel estructural que le ha sido asignada a la RNasa E.  La RNasa E fue identificada 
inmunológicamente por un anticuerpo contra la proteína tipo actina Hmp-1 
{Casaregola, 1992 #373}. Además, se ha sugerido que la RNasa E forma estructuras 
tipo helicoidal como parte del citoesqueleto de la célula {Taghbalout, 2007 #719}. Por 
tanto, es concebible que la RNasa E es necesaria para la formación del citoesqueleto lo 
cual  es esencial para la viabilidad de la célula, aunque la existencia de los alelos 
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truncados rneΔ645, rneΔ610 y rneΔ645/204 descarta esta hipótesis. Por último, 
debería ser resaltado que el papel esencial de la RNasa E en la maduración del tRNA no 
es mutuamente excluyente otra adicional y crítica función/es para la enzima. 
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Conclusiones. 
A continuación se describen las principales conclusiones de la presente tesis doctoral: 
1. El mutante rne-204 es el primer mutante termosensible, cuya mutación mapea 
en la secuencia que codifica para el subdominio 5’ sensor  dentro del dominio 
catalítico de la  RNasa E.  
2. El residuo de Pro204 está localizado en el inicio de una hoja beta, que parece 
ser  esencial para la actividad y/o unión al RNA sustrato de la RNasa E.  
3. El mutante rne-204 y rne∆645/204 presenta importantes defectos en el  
metabolismo general del RNA.  
4. Se observa una relación directa entre propiedades de crecimiento y defectos en 
el procesamiento del tRNA en los diferentes mutantes de la RNasa E. Esto 
sugiere que la función esencial de la RNasa E es el procesamiento de los 
extremos 3’ de los tRNA.  
5. El mutante rne∆645/204 posee una deficiencia significativa en la expresión de 
todas las proteínas analizadas, lo cual puede estar relacionado directamente 
con el gran defecto observado en el procesamiento del tRNA.  
6. El degradosoma no es esencial para la viabilidad de E. coli, pero está implicado 
en  el óptimo procesamiento del tRNA, degradación de mRNA, autorregulación, 
correcta división celular y morfología celular. Sin embargo, no es necesario para 
el procesamiento del 9S rRNA. 
7. Los defectos observados en los mutantes rne-204 y rne∆645/204 en la división 
celular parecen estar más relacionados con descensos globales de FtsA y FtsZ 
que con descensos del ratio FtsA/FtsZ.  
8. La inactivación de la RNasa E provoca una inhibición de la citocinesis, pero no 
de la cariocinesis, dando lugar a morfologías celulares alargadas y 
multinucleadas. 
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